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Kurzreferat 
Immunzellen unterliegen, neben den Zellen des zentralen Nervensystems, der 
Regulation durch endogene Cannabinoide. Für die meisten Immunzellen konnte bisher 
ein immunsuppressiver Einfluss durch Cannabinoide nachgewiesen werden. Diese 
ausschließlich immunsuppressive Wirkung konnte in den letzten Jahren in wenigen 
Studien, in denen Mauslymphozyten und T-Zelllinien untersucht wurden, widerlegt 
werden. In dieser Arbeit konnte der biphasische Effekt von Cannabinoiden erstmals 
auch an primär humanen T-Lymphozyten nachgewiesen werden. Mittels MTT-Test, 
ELISA und Western Blot Analysen wurden primär humane T-Lymphozyten unter dem 
Einfluss der Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 betrachtet. T-Lymphozyten, die in 
Anwesenheit der Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 über den T-Zellrezeptor 
stimuliert wurden, zeigten dabei grundsätzlich eine reduzierte IL-2-Freisetzung. Bei 
T-Zellen, die T-zellrezeptorunabhängig mit PMA und Ionomycin in einem suboptimalen 
Bereich stimuliert wurden, konnte eine Zunahme der IL-2-Freisetzung nachgewiesen 
werden („Response“). Bei optimal stimulierten Zellen zeigte sich dieser Effekt nicht 
(„Non-Response“). Eine mögliche Schlüsselrolle in der Signaltransduktion konnte dabei 
für die Proteinkinase C aufgezeigt werden. In der „Response“-Gruppe zeigte sich, im 
Gegensatz zur „Non-Response“-Gruppe, eine signifikante Zunahme der Phospho-
rylierung der PCK bei den mit Cannabinoiden behandelten Proben. 
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Der medizinische Gebrauch der Pflanze Cannabis sativa, auch als Marijuana oder 
Haschisch bekannt, reicht geschichtlich sehr weit zurück. Bereits im antiken China 
wurden Cannabinoide zur Therapie von zahlreichen Krankheiten und Beschwerden, 
wie z.B. Fieber, Schmerzen und Konzentrationsstörungen eingesetzt. Auch in Europa 
wurde Cannabis bis weit ins 19. Jahrhundert immer häufiger ärztlich verschrieben. Die 
klassischen Einsatzgebiete waren hier Asthma, Dysmenorrhoe sowie die 
antispastische und antikonvulsive Therapie (Baker et al. 2003). Heutzutage ist durch 
klinische Studien bekannt, dass Cannabinoide einen positiven Effekt bei vielen 
verschiedenen Krankheitsbildern haben. So können bei Multipler Sklerose 
insbesondere die Symptome Spastik und Schmerzen gelindert werden (Svendsen et 
al. 2004; Wade et al. 2004). Auch in der Behandlung von Appetitlosigkeit und 
Gewichtsverlust, vor allem bei AIDS-Patienten, hat das synthetisch hergestellte ∆9-THC 
(Dronabinol) eine günstige Wirkung gezeigt (Struwe et al. 1993). Analog dazu wurde 
2006 Rimonabant (Acomplia), ein Cannabinoidrezeptor-1-Antagonist zur Behandlung 
von Adipositas und zur Raucherentwöhnung, in Deutschland eingeführt. Aufgrund 
unerwünschter Nebenwirkungen (Depressionen, Übelkeit) wurde das Medikament 
allerdings kurze Zeit später wieder vom Markt genommen.  
Der Einsatz von Cannabinoiden erfolgte lange Zeit nur anhand von klinischen 
Beobachtungen, die genauen pharmakologisch wirksamen Substanzen waren 
unbekannt. Die moderne Cannabinoidforschung begann 1964 mit der chemischen 
Isolierung von ∆9–Tetrahydrocannabinol (∆9–THC), der psychotropen Hauptkom-
ponente der Cannabispflanze (Gaoni). Es folgte die Entdeckung zahlreicher weiterer 
Cannabinoide, wie z.B Cannabidiol und Cannabinol, so dass bis heute 66 
verschiedene Phytocannabinoide bekannt sind. Das Verständnis über die Wirkung von 
Cannabinoiden auch auf molekularer Ebene, und damit die Möglichkeit zur 




1.1 Das endogene Cannabinoidsystem 
 
Das endogene Cannabinoidsystem wurde vermutlich bereits in der Frühzeit der 
Artenentwicklung angelegt und ist evolutionär hochgradig konserviert (Salzet et al. 
2000). Abhängig von der Spezies und vom Alter ist das System unterschiedlich 
aktiviert (Marsicano et al. 2003). Es besteht aus drei Komponenten: den Rezeptoren, 
den endogenen Liganden und den Enzymen für Synthese, Wiederaufnahme und 
Abbau der Cannabinoide.  
1.1.1 Rezeptoren 
 
Ein Meilenstein in der Erforschung des endogenen Cannabinoidsystems war 1988 die 
Entdeckung von spezifischen Cannabinoidrezeptoren im Gehirn von Ratten (Devane et 
al.). Wenig später gelang erstmals die Klonierung dieses CB1-Rezeptors (Matsuda et 
al. 1990). Drei Jahre später konnte ein weiterer Cannabinoidrezeptor, der CB2-
Rezeptor, identifiziert werden, der jedoch nur eine 44 %ige Homologie zu dem CB1-









Abbildung 1.1: Vergleich des CB1 (links) und des CB2 (rechts) Rezeptors. (Deficiency of CB2 
cannabinoid receptor in mice improves insulin sensitivity but increases food intake and obesity with age, 
Dezember 2010, Diabetologia, (Agudo et al. 2010)) 
 
Der CB1-Rezeptor wird vor allem im ZNS exprimiert, besonders hohe Konzentrationen 
finden sich in Kortex, Kleinhirn, Hippocampus, der Amygdala und den Basalganglien 
(Herkenham et al. 1990; Tsou et al. 1998; Wang et al. 2003). Hier sind Cannabinoide 
an einer Vielzahl von physiologischen Prozessen, wie Schmerzverarbeitung, Motorik, 
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Emotionen, Appetitregulation und Lernprozessen, beteiligt. Auch bei Schadensereig-
nissen im ZNS spielen endogene Cannabinoide eine wichtige protektive Rolle 
(Facchinetti et al. 2003; Marsicano et al. 2003). CB2-Rezeptoren finden sich vor allem 
in der Peripherie, insbesondere auf Zellen des Immunsystems (Galiegue et al. 1995; 
Klein et al. 2003). Eine Expression von CB2-Rezeptoren konnte in absteigender 
Expressionsstärke für folgende Zellen nachgewiesen werden: B-Zellen > NK-Zellen > 
Monozyten > neutrophile Granulozyten  > CD8+ Lymphozyten  >  CD4+ Lymphozyten 
(Galiegue et al. 1995). Antigenpräsentierende dendritische Zellen exprimieren sowohl 
CB1-, als auch CB2-Rezeptoren (Matias et al. 2002). Sowohl CB1- als auch CB2-Re-
zeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben Transmembrandomänen, 
welche durch Gi/o-Proteine die Adenylatcyclase inhibieren und die MAP-Kinasen 
aktivieren (Felder et al. 1995). Neben den beiden klassischen Cannabinoidrezeptoren 
scheinen Cannabinoide auch die Möglichkeit zu haben, an weitere Rezeptoren zu 
binden. So konnte für AEA die Bindung an den Vanilloidrezeptor Typ 1 (VR1, TRPV1) 
gezeigt werden (Maccarrone et al. 2000; Smart et al. 2000; Zygmunt et al. 1999). 2007 
konnte gezeigt werden, dass Cannabinoide in der Lage sind, an den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor 55 (GPR55) zu binden (Johns et al.; Ryberg et al.) Darüber 
hinaus gibt es Hinweise für rezeptorunabhängige Wirkmechanismen von Cannabi-
noiden, welche durch Einlagerung dieser lipophilen Substanzen in die Zellmembran 
erklärt werden (Sarker & Maruyama 2003). Die Entwicklung von Knockout-Mäusen, die 
keine CB1-Rezeptoren (Zimmer et al. 1999) bzw. keine CB2-Rezeptoren (Buckley et 
al. 2000) exprimieren, brachte weiteren Aufschluss über die Wirkmechanismen der 
Cannabinoide. So zeigen CB1-Knockout-Mäuse eine erhöhte Sterblichkeit, verminderte 
Aktivität und eine verminderte Schmerzempfindlichkeit. CB2-Knockout-Mäuse erschei-
nen dagegen erstaunlicherweise sehr gesund und fruchtbar, in der Immunpopulation 
gibt es keine Unterschiede zu den Wildtypmäusen. Bei Wildtypmäusen kommt es 
jedoch durch Cannabinoide zu einer gehemmten Aktivierung von T-Helferzellen durch 
Makrophagen, diesen Effekt findet man bei den CB2-Knockout-Mäusen nicht. 
1.1.2 Endocannabinoide und synthetische Liganden 
 
Die Suche nach endogenen Liganden begann kurz nach der Entdeckung der 
Cannabinoidrezeptoren. Als erstes endogenes Cannabinoid wurde 1992 Anandamid 
(AEA, Arachidonylethanolamid) aus Schweinehirn isoliert (Devane et al.). Wenige 
Jahre später wurde 2-Arachidonylglycerol (2-AG) im Hundedarm entdeckt (Mechoulam 
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et al. 1995; Sugiura et al. 1995). Während AEA sowohl am CB1- als auch am CB2- 
Rezeptor partiell agonistisch wirkt, hat 2-AG an beiden Rezeptoren eine komplett ago-
nistische Wirkung. Kurz darauf wurden drei weitere Liganden gefunden: 2-Arachidonyl-
Glyceryl Ether (Noladin, 2-AGE), O-Arachidonoyl-Ethanolamine (Virhodamine) und N-
Arachidonoyl-Dopamine (NADA) (Bisogno et al. 2000; Huang et al. 2002; Porter et al. 
2002). Die Entdeckung der Endocannabinoide verstärkte auch die Forschung nach 
stabilen synthetischen Cannabinoiden. Drei wichtige Vertreter der stark wirksamen 
Agonisten am CB1- und CB2-Rezeptor sind CP55,940, HU-210 und WIN 55,212-2. Ein 
in Kanada, den USA und Großbritannien zugelassenes therapeutisches synthetisches 
Cannabinoid ist Nabilone (Dibenzopyran), welches als CB1-Agonist in der Therapie 
von Erbrechen und Kachexie bei Tumor- und AIDS-Patienten eingesetzt wird. Oft 
verwendete Antagonisten, von der Arbeitsgruppe Rinaldi-Carmona et. al (1994; 1998) 
entwickelt, sind SR141716A (CB1-Antagonist), welcher kurzzeitig als Medikament 
gegen Fettleibigkeit verwendet wurde, und SR144528 (CB2-Antagonist). Auch AM251 
(CB1-Antagonist) und AM630 (CB2-Antagonist) kommen häufig, jedoch vorwiegend in 
der Forschung, zum Einsatz. Aufgrund der zunehmenden Bedeutung, insbesondere in 
der Forschung, soll auf den synthetischen Cannabinoid-Agonisten WIN 55,212-2 im 
folgenden Kapitel näher eingegangen werden. 
1.1.2.1 Der synthetische Cannabinoid-Agonist WIN 55,212-2 
 
Obwohl sich WIN 55,212-2 strukturell stark von den natürlichen Cannabinoid Agonisten 
unterscheidet, weist es ein ähnliches pharmakologisches Profil auf (Compton et al. 
1992). Seitdem hat WIN, aufgrund der günstigen pharmakologischen Eigenschaften, 
einen festen Platz als stabiler Agonist in zahlreichen In-vitro- und In-vivo-Studien 
eingenommen. WIN ist um ein vielfaches affiner für den CB1- und den CB2-Rezeptor 
als die endogenen Cannabinoide (Felder et al. 1995). Auch eine vom 
Cannabinoidrezeptor unabhängige Wirkung konnte für WIN nachgewiesen werden. 
Über den Vanilloidrezeptor 1 kann WIN die Schmerzwahrnehmung beeinflussen 
(Patwardhan et al. 2006), außerdem kann WIN rezeptorunabhängig die Eigenschaft 
von Membranen beeinflussen (Tiburu et al. 2007) sowie die Sekretion der Matrix-
Metalloproteinase 9 bei Monozyten/Makrophagen reduzieren (Tauber et al. 2012). In 
zahlreichen Krankheitsmodellen konnte eine antiinflammatorische Wirkung von WIN 
nachgewiesen werden. Am Mausmodell konnte die Ausprägung einer Kolitis deutlich 
reduziert werden, insbesondere wenn WIN mit einem p38/Mk2 Inhibitor kombiniert 
wurde (Li et al. 2013). Auch im Tiermodell der experimentellen autoimmunen 
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Encephalomyelitis mindert WIN die klinische Symptomatik (Hasseldam & Johansen 
2010; Pryce & Baker 2007).  
1.1.3 Synthese, Wiederaufnahme und Abbau von Cannabinoiden 
 
Bei den endogenen Cannabinoiden handelt es sich um Arachidonsäuremetabolite mit 
unkomplizierter chemischer Struktur. Sie werden nicht, wie z.B Neurotransmitter, in 
den Zellen gespeichert, sondern bei Bedarf produziert. Die Synthese und der Abbau 
erfolgt in vielen verschiedenen Zelltypen, besonders aber in Endothelzellen und in 
Zellen des Immunsystems (Di Marzo et al. 1999) Die Synthese beginnt mit der 
Hydrolyse von Lipid-Precursoren in der Zellmembran (Di Marzo et al. 1994; Piomelli 
2003). Dabei entsteht durch Spaltung mittels Phospholipase D von N-arachidonoyl-
phosphatidylethanolamin das Anandamid AEA und durch die Spaltung von Diacyl-
glycerol durch die Diacylglycerollipase das 2-Arachidonylglycerol (2-AG). Die Wirkung 
der Cannabinoide endet auf verschiedenen Wegen. Sie erfolgt durch Diffusion, durch 
membranassoziierte Bindungsproteine und eventuell durch spezifische Transporter zur 
Wiederaufnahme in die Zelle, wobei diese Möglichkeit noch kontrovers diskutiert wird 
(Glaser et al. 2003). Intrazellulär besteht die Möglichkeit zum Abbau der endogenen 
Cannabinoide mittels hydrolytischer Spaltung von AEA und 2-AG durch eine 
Fettsäureamidhydrolase (FAAH) (Cravatt et al. 1996; Di Marzo et al. 1994) Der Abbau 
von 2-AG kann außerdem durch die intrazelluläre Serin-Hydrolase Monoacylglycerol-
Lipase (MGL) erfolgen (Dinh et al. 2004; Saario et al. 2004). Sowohl AEA als auch 
2-AG werden zudem durch die Cyclooxygenase-2 (COX-2) zu verschiedenen Prosta-
glandinen umgewandelt, die ebenfalls proinflammatorisch wirksam sind (Kozak et al. 
2002). Thrombozyten und Leukozyten können AEA aufnehmen und zu 12(S)-Hydroxy-
arachidonylethanolamid (12(S)-HAEA) und 15(S)- Hydroxyarachidonylethanolamid 
(15(S)-HAEA) umbauen. Diese Metabolite binden ebenfalls an den Cannabinoid-
rezeptor, werden aber durch die FAAH nicht abgebaut, so dass es vermutlich zu einer 
Wirkungsverlängerung der Cannabinoide kommt (Edgemond et al. 1998).  
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1.2 Das Immunsystem 
 
Das Immunsystem dient höheren Organismen in erster Linie zur Abwehr körperfremder 
Krankheitserreger und Substanzen, die von außen in den Körper eingedrungen sind. 
Aber auch körpereigene entartete Zellen können durch das Immunsystem erkannt und 
eliminiert werden. Dabei wird unterschieden zwischen dem angeborenen Immun-
system und dem erworbenen Immunsystem. Das angeborene Immunsystem wirkt 
unspezifisch und kann direkt auf eingedrungene Erreger reagieren. Neben 
physikalischen und chemischen Barrieren zählen auch das Komplementsystem, 
Makrophagen, Granulozyten, natürliche Killerzellen (NK-Zellen) und dendritische Zellen 
zu diesem ersten Abwehrsystem des Körpers. Eine zentrale Rolle spielt dabei die 
Erkennung von bestimmten pathogenen Molekülen oder Mustern (PAMPs, „Pathogen-
Associated Molecular Patterns“), auf die sofort reagiert werden kann. Diese Reaktion 
kann allerdings auch bei wiederholtem Kontakt mit einem bestimmten Pathogen nicht 
weiter moduliert und optimiert werden. Eine weitere wichtige Aufgabe des an-
geborenen (unspezifischen) Immunsystems ist die Aktivierung des erworbenen (spezi-
fischen) Immunsystems. Dieses besteht aus zwei Zellsystemen, den B- und den 
T-Lymphozyten, die aus einer gemeinsamen lymphatischen Vorläuferzelle hervor-
gehen. Sie zeichnen sich durch einen hochspezifischen Antigenrezeptor aus, der für 
die Erkennung nur eines Antigens zuständig ist. Erst nach Erkennung kommt es zu 
einer klonalen Expansion dieser spezifischen antigenerkennenden Zelle, wodurch die 
zeitliche Verzögerung der spezifischen Immunantwort erklärt werden kann. Im Gegen-
satz zum unspezifischen Immunsystem ist das spezifische Immunsystem in der Lage, 
ein immunologisches Gedächtnis auszubilden, welches nach erneuter Konfrontation 
des Organismus mit demselben Pathogen nun eine sehr viel schnellere und effektivere 
Reaktion erlaubt. B-Lymphozyten reifen im Knochenmark und vermitteln die soge-
nannte humorale Immunität. Nach ihrer Aktivierung differenzieren sie zu 
antikörperbildenden Plasmazellen. T-Lymphozyten hingegen reifen im Thymus und 
sind die Vertreter des zellvermittelten spezifischen Immunsystems. Es können 
mindestens drei verschiedene T-Zellen unterschieden werden: CD4-positive Helfer- 
T-Zellen, CD8-positive zytotoxische T-Zellen und regulatorische T-Zellen (Treg ). 
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1.2.1 T-Lymphozyten und Signaltransduktion 
 
T-Zellen sind, anders als B-Zellen, nicht in der Lage, komplette Antigene zu erkennen. 
Daher müssen diese vorher von antigenpräsentierenden Zellen in Peptide zerkleinert 
und mit Hilfe eines MHC/Peptid-Komplexes dem TCR (T-Zellrezeptor) präsentiert 
werden. Dieser wurde erstmalig 1983 beschrieben (Meuer et al.). Der intrazytoplasma-
tische Anteil des Rezeptors ist nur sehr schwach ausgebildet. Daher ist er mit einem 
CD3-Komplex und einem Homodimer aus zeta-Ketten assoziiert, über welche die 
Signaltransduktion ins Zytosol der Zelle vermittelt wird (Weissman et al. 1988). Für die 
vollständige Aktivierung der T-Zelle zu einer Effektorzelle ist außerdem, neben der 
Aktivierung des TCR/CD3/ζ- Komplexes, ein zweites kostimulatorisches Signal über 
den CD28-Rezeptor nötig. Fehlt dieses zweite Signal, werden T-Zellen anergisch und 
gehen in Apoptose (Freeman et al. 1993). Dieses verhindert eine unspezifische 
Aktivierung der T-Zelle. Der CD28-Rezeptor wird wie der TCR über professionell anti-
genpräsentierende Zellen kostimuliert. Natürliche Liganden für CD28 sind z.B CD80 
und CD86, die von aktivierten B-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen 
exprimiert werden (Greenfield et al. 1998).  
Wird die T-Zelle über alle notwendigen Rezeptoren stimuliert, wird eine komplexe 
Signaltransduktionskaskade in Gang gesetzt. Diese beginnt mit der Phosphorylierung 
von ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine Based Activation Motifs) an den zeta-Ketten des 
TCR-Komplexes durch die Src-Tyrosinkinase p56Lck (Lck), woraufhin die Bindung der 
Syk-Tyrosinkinase Zap70 erfolgen kann (Mustelin 1994). Zap70 kann nun weitere 
Signalmoleküle phosphorylieren und somit das initiale Signal mit Hilfe von zahlreichen 
Adapterproteinen wie LAT (Linker for activation of T-cells) , SLP-76, Gads und einer 
weiteren Tyrosinkinase (Itk) an das Zellinnere weiterleiten. So kommt es unter 
anderem durch die Phosphorylierung von Tyrosinresten zu einer Aktivierung der 
Phospholipase PLCγ1 (Mustelin et al. 1990).  
Die PLCγ1 spaltet das membranständige Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) zu Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diazylglyzerol (DAG). IP3 
als Ionophor induziert die Öffnung von Kalziumkanälen und führt somit zu einer Er-
höhung des intrazellulären Kalziumspiegels. DAG aktiviert kalziumabhängig die Serin-
kinase PKC (Proteinkinase C). In vitro kann die PKC außerdem direkt durch PMA 
(Phorbol 12-myristate 13-acetate) durch Bindung an die C1-Domäne der PKC stimuliert 
werden. Ionomycin als Ionophor erhöht dabei zusätzlich den Ca2+ -Spiegel. Die PKC 
selbst kann zahlreiche Enzyme aktivieren. Spezifisch für T-Zellen ist die PKCθ. Eine 
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wichtige Funktion der PKCθ ist die Aktivierung der IKK (inhibitor of kappa B kinase). 
Dieser Enzymkomplex phosporyliert iκB (inhibitor of kappa B), der daraufhin ubiqui-
tinyliert und im Proteasom, einem Proteinkomplex zum Abbau von Proteinen, 
degradiert wird (Karin & Delhase 2000). Durch die Degradation von iκB wird im 
Transkriptionsfaktor NF-κB eine NLS (Nuclear localisation sequence ) freigelegt, 
welche zu einer Translokation von NF-κB in den Kern führt. Hier erfolgt durch NF-κB 
eine Transkription des IL-2 Gens. Damit spielt die PKCθ eine wichtige Rolle für die In-
duktion der IL-2-Expression und Proliferation von T-Zellen (Arendt et al. 2002; Bauer et 
al. 2000).   
Durch den erhöhten Kalziumspiegel wird neben der PKC auch die Serin/Threoninphos-
phatase Calcineurin aktiviert. Dies geschieht indirekt über die Bindung an Calmodulin, 
die regulatorische Untereinheit von Calcineurin (Jorgensen et al. 2003). Calcineurin 
kann nun im Zytosol den Transkriptionsfaktor NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) 
dephosphorylieren, der in den Zellkern transloziert und dort ebenfalls an der IL-2- 
Synthese beteiligt ist (Rao et al. 1997). Ein weiterer wichtiger Signalweg in aktivierten 
T-Zellen ist der MAP-Kinasen-Weg, der ebenfalls über den Transkriptionsfaktor AP1 an 
der Induktion der IL-2-Synthese beteiligt ist. Wie bei der PLCγ1-Aktivierung sind wieder 
zahlreiche Adapterproteine beteiligt. Zunächst entsteht eine Kette aus LAT, Grb2 
(Growth factor receptor binding protein 2) und dem Nukleotidaustauscher SOS (son of 
sevenless). SOS kann nun das G-Protein p21ras aktivieren, welches über die 
Serinkinase Raf den MAP-Kinasen-Weg an den TCR anschließt (Leo & Schraven 
2001). Zusammengefasst führen alle oben genannten Wege zu einer Aktivierung der 
Transkriptionsfaktoren NFAT, NFκB und AP1. Diese induzieren die Transkription von 
Genen deren Produkte Proliferation induzieren. Ein Hauptprodukt ist dabei 
Interleukin-2, das wichtigste Zytokin aktivierter T-Zellen. Die Hauptsignalwege zur 





Abbildung 1.2: Signalkaskade der T-Zellaktivierung. Schematische Darstellung wichtiger Signalproteine, 
welche zu einer IL-2-Sekretion von T-Zellen führen. Gaffen et al. (Overview of IL-2 function, production 
and clinical applications, Cytokine 28 2004, 109-123.  
 
1.2.2 Interleukin-2 und der Interleukin-2-Rezeptor 
 
Interleukin-2 (IL-2) ist ein 15 kDa schweres α-helikales Zytokin, welches fast aus-
schließlich von aktivierten T-Zellen gebildet wird. Die Produktion erfolgt insbesondere 
durch CD4+ Lymphozyten, in schwächerer Form auch durch CD8+ Lymphozyten. Auch 
für aktivierte dendritische Zellen (Granucci et al. 2001) und natürliche Killerzellen (Yui 
et al. 2004) konnte nachgewiesen werden, dass diese IL-2 produzieren, wobei der 
biologische Effekt noch unklar ist. IL-2 war das erste Zytokin, welches entdeckt wurde 
(Gordon & MacLean 1965). Es wirkt v.a. autokrin als T-Zell-Wachstums- und Differen-
zierungsfaktor, indem es die Expression von Zellzyklusproteinen induziert (Beadling et 
al. 1993; Stern & Smith 1986). Über eine Feedbackschleife kann IL-2 seine eigene 
Produktion inhibieren (Gong & Malek 2007; Villarino et al. 2007). Neben den autokrinen 
Eigenschaften kann IL-2 in hohen Konzentrationen auch parakrin NK-Zellen und 
B-Zellen stimulieren. Außerdem kann die Expression anderer proinflammatorischer 
Zytokine wie INF-γ durch IL-2 verstärkt werden (Hodge et al. 2002). IL-2 ist damit ein 
wichtiges Zytokin bei der Abwehr von Erregern und der Induktion von Entzündungs-
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prozessen. Auch bei der Ausbildung von Gedächtnis-T-Zellen hat IL-2 eine 
entscheidende Funktion (Dooms et al. 2004). Durch die Aktivierung lymphokin-
aktivierter Killerzellen (LAK-Zellen) spielt IL-2 neben der Abwehr exogener Erreger 
außerdem eine wichtige Rolle bei der Bekämpfung körpereigener entarteter Zellen 
(Lotze et al. 1986). Neben den immunstimulierenden Eigenschaften hat IL-2 auch eine 
wichtige Funktion als negativer Regulator autoreaktiver T-Zellen. Diese wurde 
ersichtlich durch die Erforschung IL-2-rezeptordefizienter Mäuse, welche entgegen der 
Erwartung keine Immunsuppression, sondern eine Autoimmunkrankheit entwickelten 
(Sadlack et al. 1993; Schorle et al. 1991). Zunächst wurde angenommen, dass dieses 
durch fehlende Sensibilisierung von T-Zellen für den aktivierungsbedingten Zelltod 
(AICD) zustande kommt. Heute ist jedoch bekannt, dass die Autoreaktivität vermutlich 
auf eine reduzierte Anzahl und Funktion regulatorischer T-Zellen (Treg) zurückzuführen 
ist (Hoyer et al. 2008). Diese Zellen supprimieren potentiell autoreaktive T-Zellen, die 
der Negativselektion im Thymus entgangen sind (Sakaguchi 2004). IL-2 bindet an den 
membrangebundenen IL-2-Rezeptor, welcher aus drei Untereinheiten besteht : einer 
α- (CD25), β- (CD122) und γ- (CD132) Kette. Während die β- und γ-Ketten immer auf 
der Zellmembran vorhanden sind, wird die α-Kette nur exprimiert, wenn die Zelle durch 
ein entsprechendes Antigen aktiviert wird.  Erst wenn alle drei Untereinheiten 
vorhanden sind, kann IL-2 an den Rezeptor binden. Dabei werden v.a drei ver-
schiedene Signalwege aktiviert: MAP-Kinasen (Zmuidzinas et al. 1991), der 
JAK/STAT-Weg (Frank et al. 1995; Russell et al. 1994) und der PI3K-Weg 
(Phosphoinositol-3-Kinase) (Moon et al. 2004). Es kommt zu einem Eintritt in den 
Zellzyklus und zu einer Proliferation der Zelle. 
Mittlerweile ist auch ein synthetisches IL-2-Derivat unter dem Namen Aldesleukin 
(ProleukinR) auf dem Markt. In der EU ist es bisher in der Therapie des 
fortgeschrittenen metastasierten Nierenzellkarzinoms zugelassen. Die Wirkung beruht 
auf einer Verstärkung der Immunantwort von T-Zellen, die in der Lage, sind Tumor-





Abbildung 1.3: Vereinfachte Darstellung der IL-2-rezeptorinduzierten Signalwege (dissertatio-
nen/kieselbach-brit-2003-12-19/HTML/chapter1). 
 
1.3 Cannabinoide und Immunmodulation 
 
Erste Hinweise über Auswirkungen von Cannabinoiden auf das Immunsystem ergaben 
sich 1972 durch das gehäufte Auftreten von Herpes simplex bei Marijuanarauchern 
und deuteten auf eine Immunsuppression hin (Juel-Jensen). Im Laufe der Jahre 
zeichnete sich deutlich ab, dass neben dem ZNS das Immunsystem ebenfalls stark 
dem Einfluss des endogenen Cannabinoidsystems unterliegt. Auf allen Immunzellen 
konnten seitdem Cannabinoidrezeptoren in unterschiedlicher Expressionsstärke 
nachgewiesen werden. Die Expressionsstärke von Cannabinoidrezeptoren scheint 
abgesehen vom Zelltyp auch vom Aktivierungsstand der Immunzellen abhängig zu sein 
und kann sowohl herauf- als auch herabreguliert werden (Tanasescu & Constantinescu 
2010). So wird die CB2-Rezeptor-Expression bei Makrophagen durch INF-γ verstärkt 
(Carlisle et al. 2002), das antiinflammatorische Zytokin TGF-β führt bei Lymphozyten 
hingegen zu einer Abnahme der CB2-Expression (Gardner et al. 2002). Maccarrone et 
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al. konnten nachweisen, dass durch LPS die Expression von FAAH herunterreguliert 
wird und damit zu einem erhöhten AEA-Spiegel in humanen peripheren Lymphozyten 
führt (2001). Auch im ZNS kommt es bei Entzündung zu einer verstärkten Aktivierung 
des endogenen Cannabinoidsystems (Walter & Stella 2004). Am Beispiel der 
experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis (EAE) der Ratte verbesserte das 
synthetische Cannabinoid WIN 55,212-2 die klinische Symptomatik (Hasseldam & 
Johansen 2010). In einem In-vivo-Modell der Ratte konnte nachgewiesen werden, dass 
CB1- und CB2-Agonisten die mastzellabhängige Angiogenese bei der Entstehung von 
Granulomen inhibieren können (De Filippis et al. 2008). 
Mittlerweile gibt es für alle Typen von Immunzellen Hinweise einer Immunmodulation 
durch Cannabinoide (Pandey et al. 2009; Ullrich et al. 2007). So spielen diese 
insbesondere eine Rolle bei der Zell-Zell-Kommunikation und bei der Regulation von 
Proliferation und Zelltod. Cannabinoide scheinen durch sehr feine Regulations-
mechanismen in der Lage zu sein, das Immunsystem zu steuern. Sie helfen, 
Immunzellen durch Chemotaxis zu rekrutieren (Walter et al. 2003), gleichzeitig sind sie 
aber auch in der Lage, eine Überaktivierung, und damit eine gewebsschädigende 
Wirkung, zu verhindern. Diese protektive Wirkung von endogenen Cannabinoiden 
konnte bisher vor allem im ZNS nachgewiesen werden. So können z.B endogene 
Cannabinoide direkt kortikale Hauptneurone CB1-vermittelt vor exzitotoxischer 
Schädigung bewahren (Marsicano et al. 2003). Auch die Produktion proinflammato-
rischer Zytokine wie z.B TNF-α wird im ZNS durch Cannabinoide gehemmt (Facchinetti 
et al. 2003). Eine Zeit lang wurde angenommen, dass auch  in der Peripherie 
Cannabinoide über den CB2-Rezeptor in Zellen des Immunsystems grundsätzlich 
inhibitorisch wirken. Grundlage ist dabei die Hemmung der Adenylatcyclase-Aktivität 
sowie die Hemmung der Proteinkinase A und der Transkriptionsfaktoren NF-AT und 
AP-1 (Felder et al. 1995). Es stellte sich allerdings im Laufe der Zeit heraus, dass im 
peripheren Immunsystem viele Ergebnisse zur Immunmodulation und insbesondere 
Untersuchungen zur Proliferation und Zytokinproduktion von B- und T-Lymphozyten 
derzeit noch widersprüchlich sind und biphasische Effekte vermuten lassen (Walter & 
Stella 2004).  So konnte die Arbeitsgruppe von Derocq et. al (1995) nachweisen, dass 
Cannabinoide in nanomolaren Konzentrationen das B-Zell-Wachstum fördern, in 
mikromolaren Konzentrationsbereichen hingegen hemmen. Auf die biphasische 
Wirkung von Cannabinoiden, insbesondere auf T-Lymphozyten, soll im folgenden 
Kapitel näher eingegangen werden. 
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1.3.1 Cannabinoide und T-Lymphozyten 
 
T-Lymphozyten unterliegen, wie alle Immunzellen, dem Einfluss des endogenen 
Cannabinoidsystems.  Während für die meisten Zellen des Immunsystems eine 
überwiegend immunsuppressive/hemmende Wirkung beschrieben wird, werden bei 
Lymphozyten biphasische Effekte vermutet (Walter & Stella 2004).   
Untersuchungen zur IL-2-Modulation bei T-Zellen zeigen eine sowohl negative als auch 
positive Regulation durch Cannabinoide. Nakano es al. (1993) konnten nachweisen, 
dass die Art der Stimulation und das Alter der Zellen eine Rolle spielt, wie 
Cannabinoide an peripheren Immunzellen wirken. Wurden die Zellen mit PMA und 
Ionomycin stimuliert, kam es zu einer Reduktion der IL-2-Produktion sowohl in adulten 
als auch in jungen, mit THC behandelten Milz- und Lymphknotenzellen der Maus. Eine 
Anti-CD3-Antikörper-Stimulation in Kombination mit niedrig dosiertem THC führte in 
erwachsenen Maussplenozyten hingegen zu einer erhöhten Proliferation. Die 
Arbeitsgruppe von Jan und Kaminski konnte schließlich nachweisen, dass sowohl 
PMA/Io, als auch CD3/CD28 stimulierte Maussplenozyten und auch EL4.IL-2 T-Zellen 
eine erhöhte IL-2-Produktion zeigen, wenn diese mit nur suboptimalen Konzentrationen 
eines Stimulans in Anwesenheit von  Cannabinol behandelt wurden (2001; 2002). Auch 
mit den Cannabinoiden CP55940, ∆9-THC und Cannabidiol konnte dieser Effekt 
gezeigt werden. Die IL-2-Erhöhung konnte außerdem durch eine Blockade der 
Cannabinoidrezeptoren nicht aufgehoben werden, was auf einen rezeptorunab-
hängigen Mechanismus schließen lässt. Ebenfalls an Maussplenozyten konnte 
nachgewiesen werden, dass AEA in nanomolaren Konzentrationen die INFγ-
Freisetzung steigert, in mikromolarer Konzentration jedoch hemmt (Ribeiro et al. 2010). 
Erstmals an primär humanen T-Zellen zeigte sich 2010, dass das Cannabinoid AEA 
CB2-rezeptorvermittelt zu einer verminderten Proliferation und Zytokinfreisetzung von 
IL-2, TNF-α und INFγ führt (Cencioni et al.). In T-Zellen kann durch ∆9-THC ein 
Th1/Th2-Shift induziert werden. Über CB1- und CB2-Rezeptoren vermittelt, kommt es 
zu einer Suppression von INFγ und IL-12 und zu einer Induktion von IL-4 (Klein et al. 
2000).  
Am Beispiel der HIV-Infektion zeigte sich, dass Cannabinoide die spezifische 
zytotoxische T-Zellantwort auf das Glykoprotein gp120, welches sich auf der 
Oberfläche des HI-Virus befindet, beeinflussen können (Chen et al. 2012). In dieser 
Studie wurde bei Maussplenozyten unter optimaler Stimulation die INFγ und IL-2-
Freisetzung durch den Einfluss der Cannabinoide THC und CBD supprimiert. Bei 
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suboptimaler Stimulation erhöhte sich jedoch die Freisetzung dieser Zytokine. 
Interessant war hier die Tatsache, dass die intrazelluläre Kalzium-Freisetzung durch 
Cannabinoide unabhängig von der Höhe der PMA/Ionomycin- Stimulation anstieg. 
Ebenfalls am Beispiel der HIV-Infektion konnte nachgewiesen werden, dass es 
CB2-rezeptorvermittelt zu einer Abschwächung der HIV-Infektion in primären CD4+ 
T-Zellen kommt (Costantino et al. 2012). Der Nachweis, dass chronischer ∆9-THC-
Gebrauch die CXCR4-Rezeptorexpression bei T-Lymphozyten erhöht (LeCapitaine et 
al. 2011), lässt auch hier biphasische Effekte vermuten. Um in die T-Zelle zu gelangen 
und sich dort zu replizieren, ist das HI-Virus zunächst auf den CXCR4-Rezeptor als 
Co-Rezeptor angewiesen. 
Weitere interessante Erkenntnisse, welche eher auf eine hemmende Wirkung von 
Cannabinoiden hinweisen, liefert die Tumor-, Autoimmun- und Perinatalforschung. In 
entarteten Zellen konnten Cannabinoide eine deutliche Wirkung zeigen. So wurde, 
durch die Cannabinoide ∆9-THC, HU-210 und AEA, in Leukämie- und Lymphom- 
Zelllinien wie den Jurkat, Molt-4 und Sup-T1, über einen CB2-rezeptorabhängigen 
Mechanismus Apoptose ausgelöst (McKallip et al. 2002).  Bei der autoimmunen Colitis 
verbesserten CB2-Rezeptor-Agonisten das Krankheitsbild bei Mäusen durch 
Abschwächung der T-Zellaktivierung und Förderung der Apoptose (Singh et al. 2012). 
Ebenfalls am Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass eine perinatale 
Exposition mit ∆9-THC schwere Fehler in der fetalen und postnatalen T-Zell-
Differenzierung und -Funktion auslöst (Lombard et al. 2011). Die zugrunde liegenden 
Mechanismen der komplexen Immunmodulation durch Cannabinoide sind nur zum Teil 
bekannt. Um weitere therapeutische Strategien entwickeln zu können, erscheinen 
weitere Untersuchungen sinnvoll. 
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung 
 
T-Zellen haben sich in den letzten Jahren als ein sensibles Ziel des endogenen 
Cannabinoidsystems gezeigt. Dort spielen sie eine wichtige Rolle bei vielen 
physiologischen und pathologischen Prozessen. Insbesondere auf die Proliferation und 
Zytokinproduktion von T-Zellen haben endogene Cannabinoide einen entscheidenden 
Einfluss. Die meisten der bisher durchgeführten Studien wurden an mutierten 
T-Zelllinien oder Mauslymphozyten durchgeführt. Bei der sehr komplexen Wirkung von 
Cannabinoiden, welche sehr stark durch weitere exogene Faktoren beeinflusst wird, ist 
es fraglich, wie weit diese Ergebnisse  auf humane T-Zellen übertragbar sind. Studien 
mit primär humanen T-Zellen und endogenen Cannabinoiden sind kaum zu finden.  
Es sollen daher folgende Fragestellungen mit dieser Arbeit beantwortet werden: 
1. Haben die  Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 toxische Wirkungen auf 
primäre humane T-Zellen? 
2. Wie beeinflussen die Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 die 
stimulationsabhängige Freisetzung von Interleukin-2 in primären humanen 
T-Zellen 
a) unstimulierter T-Zellen 
b) TCR-abhängig stimulierter T-Zellen 
c) TCR-unabhängig stimulierter T-Zellen? 
3. Welche Mechanismen und Signalproteine sind in der Regulation der 
stimulationsabhängigen IL-2-Sekretion unter Einsatz der Cannabinoide AEA und 
WIN 55,212-2 in primär humanen T-Zellen involviert? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Geräte 
 
Blot-Apparatur Trans-Blot SD Transfer Cell Bio-Rad 
Brutschrank BBD 6220 Heraeus 
Brutschrank Labotect Inkubator C200 Labotect 
Demineralisierungsanlage TAK-LAB Typ HP 5 UF TKA  
Fotoentwickler Cawomat 2000 IR Cawo GmbH 
Magnetische Zellseparation autoMACSTM Separator Miltenyi Biotec 
Magnetrührer Ikamag RH Janke & Kunkel 
Mikroskop Wilovert S Hund Wetzlar 
Mikroskop Wilovert A Hund Wetzlar 
Mikroskop Leica DM IRB Leica 
PAGE-Apparatur Mini-Protean 3 Bio-Rad 
pH-Meter pH-Meter CG840 Schott 
Plattenreader Universal Microplate Reader Elx 800 Bio-TEK Instruments, Inc. 
Schüttler Vortex Genie 2 Scientific Industries, Inc. 
Schüttler Roto-Shake Genie Scientific Industries, Inc. 
Sterilbank Hera Safe Heraeus Instruments 
Stromgeber Power-Pac 3000 Bio-Rad 
Stromgeber Power-Pac HCTM Bio-Rad 
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf 
Ultraschallbad Sonorex RK 31H Bandelin 
Ultraschallspitze UP5OH Hielscher Ultrasound Tech. 
Waage  Feinwaage BL 210 S Sartorius 
Wasserbad WNB 45 Memmert 
Zentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf 
Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf 




β-Mercaptoethanol Fluka BioChemika 
3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidine Tablets (TMB) Sigma 
Acrylamide 37.5:1 Solution Fluka BioChemika 
Albumin Fraktion V (BSA) Roth 
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Ammonium persulfate Sigma 
Antibiotikum Ciprobay 400 Bayer 
Biotinylated Protein Ladder Cell Signalling 
Bromophenol Blue Sigma 
Dimethylsulphoxide (DMSO) Sigma 
Dulbecco´s PBS (1x) without Ca u Mg PAA Laboratories 
ECL Western Blotting Substrat Pierce 
Essigsäure Roth 
Ethanol Roth 
Ethylendiaminetetraaceticacid (EDTA) Sigma 
EZBlue TM Gel Staining Reagent  (Coomassie) Sigma 
FCS (Fetales Rinderserum) Sera Plus PAN Biotech GmbH 
Ficoll Separating Solution Biochrom AG 
Glycerol (Glycerin) Sigma 
Glycine Serva 
Heparin Biochrom AG 
HEPES Sigma 
Ionomycin (I9657) Sigma 
L-Glutamine 200mM Gibco 
Methanol Roth 
Milchpulver Roth 
MTT (M5655) Sigma 
N,N,N´,N´-Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma 
N,N-Dimethylformamide (DMF) Sigma 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth 
Phorbol 12-myristate 13-acetate (P8139) Sigma 
Phosphate Buffered Saline, pH 7.4 (PBS) Sigma 
Ponceaurot Lösung Sigma 
Protease Inhibitor Cocktail Set II  Calbiochem AG 
Rauchende Salzsäure (37 %) Merck 
RPMI 1640 Medium (1x) Biochrom AG 
Sodium Chloride Sigma 
Sodium Dodecyl Sulfat  Sigma 
Sodium fluoride Sigma 
Sodium orthovanadate Sigma 
Sodium Pyrophosphate Sigma 
Triton X-100 Calbiochem 
Trizma Base (Tris-Base) Sigma 
Trizma Hydrochloride Sigma 
Trypanblau (0.4 %) Sigma 
Tween 20 Roth 
Wasserstoffperoxid 30 Gew.-% Lsg. in Wasser  Sigma 
 




0,22 µm-Sterilfilter TPP Techno Plastic Products 
CL-Xposure TM Film Pierce 
Combitips plus (1 ml, 2,5 ml, 5 ml, 10 ml) Eppendorf 
ELISA Maxisorp Immuno-Platten F96 Nunc 
Eppendorfröhrchen Eppendorf 
Falcon-Röhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner GmbH 
Hybond- ECL Nitrocellulose membrane Amersham Bioscience 
Kulturflaschen (20 ml, 50 ml) Nunc 
Pipettenspitzen Eppendorf 
Sterile Einwegpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) TPP Techno Plastic Products 
Zellkultur Platten 96-well TPP Techno Plastic Products 
 
2.4 Antikörper, Kits 
 
Tabelle 2-1:   Zusammenstellung der für die Western-Blot Analyse verwendeten Primär- und 
Sekundärantikörper 
Primärantikörper Wirt  Hersteller Verdünnung Molekulargewicht 
Phospho PKC (pan) (γThr514) Kaninchen Cell Signaling (9379) 1:500 78,80,82,85 kDa 
Phospho-MEK ½ (Ser217/221) Kaninchen Cell Signaling (9121) 1:1000 45 kDa 
MEK ½  Kaninchen Cell Signaling (9122) 1:1000 45 kDa 
Phospho-p44/42 MAPK 
(Thr202/Tyr204) 
Maus Cell Signaling (9106) 1:1000 42,44 kDa 
p44/42 MAPK Kaninchen Cell Signaling (9102) 1:1000 42,44 kDa 
Actin Maus Sigma (A 3853) 1,5 mg/ml 42 kDa 
Sekundärantikörper Wirt Hersteller Verdünnung  













Tabelle 2-2  Verwendete Kits 
IL-2 ELISA Kit BD OptEIA Set Human IL-2 BD Biosciences 
Proteinbestimmung BCA Protein Assay Kit Pierce 
T-Zell Isolation Pan T Cell Isolation Kit II human Miltenyi Biotec 
Verstärkerkit Western Blot Vectastain ABC Kit Vector 
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2.5 Verwendete Cannabinoide  
 
AEA (Arachidonylethanolamide, Anandamide) 
 
 
Abbildung 2.1 AEA (Sigma A0580) 
 





Abbildung 2.2 WIN 55,212-2 (Sigma W102) 
 
Herstellung von Stammlösungen und Verdünnungen 
 
Da es sich bei Cannabinoiden um hydrophobe Verbindungen handelt, wurde zunächst 
eine 10 mM-Stammlösung in DMSO hergestellt. Bei Versuchen, die ein breites 
Konzentrationsspektrum der Cannabinoide erforderten, wurden zuvor Verdünnungs-
reihen in DMSO angefertigt. Damit konnte gewährleistet werden, dass in jeder Probe 
eine äquivalente Menge an DMSO enthalten ist und somit Effekte allein auf die 
Cannabinoidkonzentrationen zurückzuführen sind. 
 
2.6 Isolierung primärer humaner T-Zellen aus peripherem Blut 
2.6.1 Isolierung mononukleärer Zellen aus peripherem Blut 
 
Humane periphere mononukleäre Blutzellen (PBMCs) wurden nach Einverständnis aus 
dem venösen Blut freiwilliger gesunder Spender isoliert. Um eine Gerinnung des Blutes 
zu verhindern, wurde dieses direkt nach Abnahme mit RPMI-Medium, welchem 
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Heparin zugesetzt wurde (25 U/ml), im Verhältnis 1:2 gemischt. Die Zellen wurden mit 
Hilfe der Dichtezentrifugation über einen Ficoll-Hypaque-Gradienten isoliert. Hierzu 
wurden 15 ml Ficoll (spez. Dichte 1,077 g/ml) vorsichtig mit 35 ml der Blutmischung 
überschichtet. Durch Zentrifugation für 40 Minuten, 475 g, ohne Bremse bei Raum-
temperatur reichern sich Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen in der Interphase 
zwischen Plasma und Ficoll-Hypaque an, während Erythrozyten und Granulozyten auf-
grund ihrer höheren Dichte sedimentieren. Die PBMCs wurden vorsichtig 
aufgenommen und in Medium (15 Minuten, 450 g, RT) gewaschen. Zwei weitere 
Waschschritte in Medium wurden angeschlossen (10 Minuten, 365 g, RT). 
Anschließend erfolgte eine Inkubation der Zellsuspension im Brutschrank bei 37°C und 
5 % CO2-Sättigung für zwei Stunden. Hierbei wurde die Neigung von Monozyten zur 
Adhärenz am Boden der Kulturflasche genutzt, um eine weiter aufgereinigte 
Lymphozytensuspension zu erhalten. 
2.6.2 Magnetische Negativ-Isolierung humaner T-Zellen 
 
Die gezielte Aufreinigung von T-Zellen aus dem PBMC-Gemisch erfolgte nach einem 
modifizierten Protokoll für magnetische Isolation der Firma Miltenyi Biotec. (Pan T Cell 
Islation Kit II human). Es handelt sich dabei um eine Negativ-Isolierung von T-Zellen. 
Durch Inkubation mit Biotin-konjugierten Antikörpern gegen CD14, CD16, CD19, CD36, 
CD56, CD123 und CD235a werden B-Zellen, NK-Zellen, dendritische Zellen, 
Monozyten, Granulozyten und Erythrozyten markiert, wohingegen die T-Zellen 
unberührt bleiben. Nach anschließender Inkubation mit magnetischen Anti-Biotin- 
MicroBeads können diese Zellen in einem magnetischen Feld von den T-Zellen 
separiert werden (autoMACSTM Separator).  
 
Durchführung 
Zunächst wurden die durch Dichtezentrifugation gewonnenen PBMC gezählt und für 
10 Minuten bei 4°C und 365 g pelletiert. Es erfolgte die Resuspension in 47,5 µl 
MACS-Puffer pro 107 Zellen sowie die Zugabe von 2,5 µl Biotin-Antikörper-Cocktail pro 
107 Zellen. Zur Bindung der Antikörper an die Zellen wurde das Gemisch für 
10 Minuten bei 4-8°C im Kühlschrank inkubiert. Im Anschluss wurden 45 µl 
MACS-Puffer pro 107-Zellen sowie 5 µl MicroBeads pro 107 Zellen dazugegeben, gut 
gemischt und eine erneute Inkubation bei 4-8°C für 15 Minuten angeschlossen. Vor der 
magnetischen Isolation mussten ungebundene Antikörper und MicroBeads durch einen 
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Waschschritt entfernt werden. Dieses geschah durch die Zugabe der 20fachen Menge 
an MACS-Puffer und anschließender Zentrifugation (365 g; 4°C; 10 Minuten). Der 
Überstand wurde verworfen und das Pellet in frischem MACS-Puffer resuspendiert 
(500 µl pro 108 Zellen). Die Isolation erfolgte mit dem autoMACSTMSeparator 
(Programm Depletes). Die gewonnenen T-Zellen wurden gewaschen (365 g; 4°C; 
10 Minuten) und bis zur weiteren Verwendung in Medium kultiviert. 
 
MACS-Puffer:  0,5 % BSA und 2mM EDTA in PBS (steril; ohne Mg+ und Ca2+) 
2.7 Zellkultur 
 
Die Aufbewahrung und Kultivierung der zuvor isolierten humanen T-Zellen erfolgte in 
RPMI-Kulturmedium (RPMI-Medium, 10 % FCS, 1 % Glutamin, 0,1 % Cibrobay 400). 
Die Zellen wurden nach der Isolation gezählt, mit Medium auf eine Dichte von 
106 Zellen/ ml eingestellt und in Zellkulturflaschen im Brutschrank für maximal zwei 
Tage bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt ( 37°C, 5 % CO2-Sättigung). 
2.8 Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalität 
 
Die Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalität erfolgte durch Trypanblaufärbung in einer 
Neubauer-Zählkammer mit definiertem Kammervolumen. Der saure Farbstoff färbt 
durch Bindung an cytosolische Proteine nur tote Zellen an. Die Zellsuspension und 
Trypanblau wurden dazu im Verhältnis 1:1 gemischt, in die Zählkammer eingebracht 
und die Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezählt.  
2.9 MTT-Test 
 
Der MTT-Test beruht auf der Fähigkeit vitaler Zellen, das gelbe Tetrazoliumsalz 
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT) durch mitochondriale 
Dehydrogenasen in wasserunlösliche Formazane umzusetzen. Diese haben eine 
intensiv blaue Farbe, welche nach Lyse der Zellen photometrisch bestimmt werden 
kann. Da der Farbumsatz bei unstimulierten Zellen, die sich nicht teilen, allein von der 
Vitalität der Zellen abhängig ist, erlaubt der Test hierbei eine Aussage über die 
Toxizität bestimmter Wirkstoffe. Bei stimulierten Zellen, welche sich teilen, ist 
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außerdem eine Aussage über die Proliferation der Zellen möglich, da der Farbumsatz 
mit der Anzahl der Zellen steigt. Die Behandlung der Zellen erfolgte je Zeitwert in 
96-well-Platten für 2, 24, 48 und 72 Stunden nach folgendem Schema: 
 
 
            0 
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            30 
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            50 
 
 
Je Vertiefung wurden 2 x 105 Zellen (ohne Stimulation) bzw. 1,5 x 105 Zellen (mit der 
Stimulation PMA 3 nM, Io 0,25 µg/ ml) in 100 µl Medium ausgesät.  Die Vertiefungen 
ohne Zellen, nur mit Medium, dienten bei der Messung als Hintergrundkontrolle. Die 
Cannabinoide und die Stimulantien wurden in je 50 µl Medium gelöst dazugegeben, so 
dass am Ende in jeder Vertiefung ein Endvolumen von 200 µl vorlag. Die Inkubation 
der Platten erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2-Sättigung. Nach den 
definierten Zeitpunkten 2, 24, 48 und 72 Stunden wurde je Vertiefung 20 µl der MTT-
Stammlösung hinzugefügt, und die Platten wurden für weitere drei Stunden zur 
Farbumsetzung im Brutschrank inkubiert. Die Lyse fand im Anschluss durch Zugabe 
von 50 µl des MTT-Lysepuffers über Nacht im Brutschrank statt. Am nächsten Tag 
erfolgte die Messung der Absorption bei 570 nm gegen eine Referenz von 630 nm. Der 
durchschnittliche Messwert der Hintergrundkontrollen wurde von den übrigen 
Messwerten subtrahiert.  
 
MTT-Stammlösung: 5 mg MTT gelöst in 1 ml PBS 








(PMA 3 nM; Io 0,25 µg/ml) 
µM AEA bzw. WIN 55,212-2  
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2.10 Interleukin-2 ELISA 
 
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) bezeichnet eine quantitative Methode 
zur Bestimmung von Antigenkonzentrationen. In dieser Arbeit wurde ein „Sandwich-
ELISA-Kit“ (BD OptEIA Set Human IL-2) verwendet. Ein Antikörper (capture antibody) 
gegen IL-2 wird zunächst an eine feste Phase (MaxiSorp; 96-well-Platte) gebunden. 
Nach Zugabe der Proben wird das enthaltene Zytokin IL-2 von den Antikörpern 
gebunden und somit auf der Platte fixiert. In einem weiteren Schritt bindet nun ein 
biotinylierter Antikörper (detection antibody) an IL-2 sowie ein Avidin-HRP-Konjugat an 
den Biotinanteil des `detection´-Antikörpers. Die Peroxidase kann nun in Anwesenheit 
von H2O2 das in der Substratlösung enthaltene farblose TMB oxidieren, welches 
daraufhin intensiv blau wird. Nach Stoppen dieser Reaktion durch Phosphorsäure wird 
die Absorption mit Hilfe eines Plattenreaders bestimmt. Durch Mitführen einer IL-2-
Standardreihe kann so auf die IL-2-Konzentration der Proben rückgeschlossen werden. 
Die genaue Durchführung erfolgte exakt nach den Angaben des Herstellers. 
 
Coating-Puffer pH 9,5:  0,1M Natriumcarbonat in H20 dest.    
Assay Diluent:   PBS; 10 % FCS 
Waschpuffer:    PBS; 0,05 % Tween  20 
Phosphat-Citrat Puffer (PCP): 0,2M Na2HPO4; 0,1M C6H8O7 in H20 dest.  
Substratlösung:   1 Tbl. TMB und 2 µl 30 % H2O2 in 10 ml PCP 
Stoplösung:    1M H3PO4 (Phosphorsäure) 
 
Herstellung der unstimulierten und PMA/Io-stimulierten Proben/ Überstände 
T-Zellen sind in der Lage, das Zytokin IL-2 freizusetzen. Dieses kann mittels ELISA in 
den Überständen nachgewiesen werden. Die Stimulation und Behandlung der Zellen 
erfolgte grundsätzlich in 96-well-Platten. Je Vertiefung wurden 5x104 Zellen in 100 µl 
RPMI-Kulturmedium vorgelegt. Die Inkubation erfolgte in An- und Abwesenheit von 
PMA/Io (3 nM/ 0,25 µg/ml) unter Zusatz verschiedener Konzentrationen der 
Cannabinoide AEA oder WIN 55,212-2 bei 37°C und 5 % CO2. Nach 24 Stunden 
wurden die Kulturüberstände durch Zentrifugation (10 Minuten, 375 g, 4°C) von den 
Zellen befreit, 3x mit PBS gewaschen und bei –80°C bis zur Analyse gelagert. 
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Herstellung der OKT3/ CD28 stimulierten Proben/ Überstände 
Die Stimulation der T-Zellen über den T-Zellrezeptor erfolgte mittels immobilisierter 
CD3- und CD28-Antikörper aus Hybridomüberständen, die freundlicherweise vom 
Institut für Immunologie zur Verfügung gestellt wurden (OKT3-Hybridom und CD28-
Hybridom). Bei der Hybridomtechnologie werden antikörpersezernierende 
B-Lymphozyten mit Myelomzellen fusioniert, wodurch unsterbliche Hybride entstehen, 
die monoklonale Antikörper produzieren (nach Milstein und Köhler).  
Als Vorbereitung wurden 96-well-Platten mit einem Kaninchen-gegen-Maus-IgG 
beschichtet. In jede Vertiefung wurde dafür 100 µl einer Verdünnung des Antikörpers  
(2,8 µl/ml PBS) pipettiert und die Platten über Nacht bei 4°C im Kühlschrank inkubiert. 
Am nächsten Tag wurden die Platten 3 x mit sterilem PBS gewaschen. Die Inkubation 
der Platten mit je 100 µl der Hybridomüberständen erfolgte für drei Stunden bei 37°C 
im Brutschrank. Nach erneutem Waschen (3 x mit PBS) wurden je Vertiefung 5x104 
Zellen in RPMI-Kulturmedium, unter Zusatz verschiedener Konzentrationen der Canna-
binoide AEA oder WIN 55,212-2, ausgesät und die Zellen bei 37°C und 5 % CO2 für 24 
Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Kulturüberstände durch Zentrifugation 
(10 Minuten, 375 g, 4°C) von den Zellen befreit, 3x mit PBS gewaschen und bei –80°C 
zur Analyse gelagert. 
2.11 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot 
 
2.11.1 Herstellung von Zelllysaten 
 
Stimulation von Zellen 
Die Behandlung und Stimulation von primär humanen T-Zellen zur Western-Blot 
Analyse erfolgte grundsätzlich in Zellkulturschalen. Hierzu wurden je Kulturschale 
15 x 106 Zellen in 20 ml frischem FCS-haltigem RPMI-Medium resuspendiert und 
ausgesät. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit PMA (Endkonzentration 3 nM) und 
Ionomycin (Endkonzentration 0,25 µg/ml) je Zeitwert mit und ohne Zugabe von 
WIN 55,212-2 (Endkonzentration 3 µM). Nach Inkubation der Zellen im Brutschrank für 
0 Minuten, 15 Minuten und 24 Stunden wurde die Zellsuspension in 20 ml eiskaltes 
PBS übergeführt und für 10 Minuten bei 4°C und 375 g zentrifugiert. Ein Teil des 24-
Stunden-Überstandes wurde zur späteren Zytokinanalyse bei –80°C konserviert, der 
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Rest verworfen. Nach erneutem Waschen der Zellen mit kaltem PBS (10 Minuten, 
365 g, 4°C) wurden die trockenen Zellpellets ebenfalls bei –80°C tiefgefroren. 
 
Zelllyse 
Die gefrorenen Zellpellets wurden mit je 200 µl Lysepuffer versetzt und für 15 Minuten 
auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte der Aufschluss der Zellen mittels Ultraschall für 
40 Sekunden. Zur Entfernung noch vorhandener Zelltrümmer erfolgte eine 
Zentrifugation für 5 Minuten. bei 4°C und 12000 rpm. Die im Überstand befindlichen 
löslichen Proteine wurden in ein neues Eppendorfgefäß übergeführt und einer 
Proteinbestimmung unterzogen. 
 
Lysepuffer: 50 mM Tris Base (pH 7,5)    
  165 mM NaCl 
  10 mM NaF 
  1 mM Na3VO4 
  10 mM EDTA 
  1 % (v/v) Triton X-100 
  1 mM PMSF 
  Proteaseninhibitorcocktail (Verdünnung 1:100) 
   
2.11.2 Proteinbestimmung 
 
Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA-Test (BCA Protein Assay Kit, Pierce). 
Der Test basiert auf einer Komplexbildung von Proteinen mit Cu2+-Ionen in alkalischer 
Lösung (Biuret-Reaktion). Die dadurch entstehenden Cu+-Ionen bilden mit Bicin-
choninsäure (BCA) einen wasserlöslichen violetten Farbkomplex, welcher eine starke 
Absorption bei einer Wellenlänge von 562 nm hat. Durch Mitführen einer 
Proteinstandardreihe, kann auf die enthaltene Proteinmenge der Proben rück-
geschlossen werden. Für die Proteinbestimmung wurden von den Proben 1:2 und 1:5 
Verdünnungen in PBS jeweils als Doppelbestimmung hergestellt. Je 20 µl einer Probe 
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wurde mit 200 µl einer zuvor hergestellten Arbeitslösung in einer 96-Lochplatte 
gemischt. Die Komplexbildung erfolgte durch Inkubation der Proben für 30 Minuten bei 
37°C. Nach Abkühlung auf Raumtemperatur wurde die Messung der Absorption mit 
Hilfe eines Plattenreaders bei 570 nm durchgeführt und die Proteinmenge der Proben 
mit Hilfe der Standardreihe berechnet. 
 




Zur Auftrennung und Untersuchung von Proteinen wurden diskontinuierliche, vertikale 
SDS-Polyacrylamidgele (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) verwendet. Das dabei 
verwendete Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) führt durch Bindung an hydrophobe 
Regionen der Proteine zu deren Entfaltung und einheitlich negativer Ladung. Damit ist 
eine Trennung von Proteinen allein nach ihrem Molekulargewicht, unabhängig von 
ihrer ursprünglichen nativen Ladung bzw. Faltung möglich. In dieser Arbeit wurden 
Minigele für das Gelsystem Mini-Protean 3 (BioRad) verwendet. Die zu trennenden 
Proteinproben wurden nach Proteinbestimmung durch Zugabe von Lysepuffer auf 
gleiche Volumina gebracht, mit Laemmli-Probenpuffer versetzt und anschließend für 
5 Minuten bei 95°C erhitzt. Nicht gelöste Bestandteile wurden abzentrifugiert 
(2 Minuten, RT, 12000 rpm). Von jeder Probe wurden 15 µg Protein auf das Gel 
aufgetragen, der Gellauf erfolgte anschließend in Elektrophoresepuffer bei einer 
konstanten Spannung von 150 V, bis die Farbfront das Gelende erreicht hatte. Als 
Molekulargewichtsmarker wurde ein Proteinmarker mitgeführt. Im Folgenden ist die 
Pufferzusammensetzung für je zwei Gele verschiedener Trennkapazität angegeben:   
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Tabelle 2-3:  Pufferzusammensetzung für 2 Minigele verschiedener Trennkapazität 
 Sammelgel Trenngel 10 % Trenngel 12 % 
Acrylamid 37,5 %  [ml] 1 4,3 5,1 
Sammelgelpuffer pH 6,8  [ml]  1,5 - - 
Trenngelpuffer pH 8,8  [ml] - 4 4 
H2O  [ml] 5,25 7,6 6,8 
APS 10 %  [µl] 50 100 100 
TEMED  [µl] 15 25 25 
 
Verwendete Lösungen: 
Laemmli-Probenpuffer (4x ):  50 mM Tris (pH 6,8) 
     4 % SDS 
     40 % Glycerin 
     0,02 % Bromphenolblau 
     5 % β-Mercaptoethanol 
Sammelgelpuffer, pH 6,8:  0,5 M Tris; 0,4 % SDS 
Trenngelpuffer, pH 8,8 :  1,5 M Tris; 0,4 % SDS   
10x Elektrophoresepuffer:   0,25 M Tris (Base), 1,92 M Glycin, 1 % SDS 
2.11.4 Western Blot  
 
Der Western Blot basiert auf einer Methode nach Towbin (1979). Die zuvor in der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine werden nun durch 
Elektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran passender Größe transferiert. Vor dem 
Transfer wurden Filterpapier, Gel und Nitrozellulosemembran für 10 Minuten in 
Transferpuffer äquilibriert. Diese wurden anschließend in einer Blotkassette 
luftblasenfrei zu einem Sandwich zusammengestellt. Die Blotkassette wurde in eis-
kalten Transferpuffer in die Blotkammer gespannt. Der Transfer erfolgte unter Kühlung 
bei einer konstanten Spannung von 100 V für eine Stunde. Durch reversible Färbung 
mit Ponceaurot-Lösung wurde anschließend die Gleichmäßigkeit des Proteintransfers 
auf die Nitrozellulosemembran kontrolliert. Mit dem Gel wurde eine Coomassie-
Färbung durchgeführt. Nach dem Waschen der Membranen für 3 x 5 Minuten mit 
PBST erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen durch Inkubation in 
Blockpuffer für 2 Stunden bei Raumtemperatur. 
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Verwendete Lösungen: 
Transferpuffer: 25mM Tris-Base; 192mM Glycin; 20 % Methanol (v/v) 
PBST:   PBS; 0,1 % Tween 20 
Blockpuffer:  PBST; 5 % Milchpulver 
    
Für die anschließende Immunfärbung wurden die Membranen zunächst mit PBST 
gewaschen (3 x 5 Minuten) und daraufhin über Nacht bei 4°C mit dem in Blockpuffer 
verdünnten spezifischen Primärantikörper inkubiert. Am nächsten Tag wurde der 
ungebundene Primärantikörper durch Waschen mit PBST (3 x 5 Minuten) entfernt und 
die Membranen bei Raumtemperatur für 1 Stunde mit einem in Blockpuffer verdünnten 
Meerrettichperoxidase-konjugierten Sekundärantikörper inkubiert, welcher an den 
Primärantikörper bindet. Nach wiederholtem Waschen (3 x 5 Minuten mit PBST, 15 
Minuten mit PBS) erfolgte die Behandlung der Membranen mit einer ECL-Lösung. Die 
Peroxidase des Sekundärantikörpers katalysiert dabei die Oxidation des in der ECL-
Lösung enthaltenen Luminols, welches dadurch in einen angeregten Zustand versetzt 
wird. Beim Übergang in den Grundzustand kommt es zu einer Emission von Licht der 
Wellenlänge 428 nm. Durch Auflegen eines Röntgenfilms (CL-Xposure TM Film, 
Pierce) konnte so die Visualisierung der spezifischen Proteinbanden erfolgen, wobei 
die Expositionsdauer in Abhängigkeit von der Stärke der Proteinbanden zwischen 5 
und 45 Minuten variierte. Die Entwicklung des belichteten Films erfolgte mit einer 
Fotoentwicklermaschine (Cawomat 2000 IR). Im Anschluss erfolgte die 
densitometrische Auswertung mit Hilfe der ImageJ-Software. 
 
Coomassie-Färbung 
Um eine gleichmäßige Beladung der Gele mit Proteinen sowie den Transfer der 
Proteine vom Gel auf die Nirtozellulosemembran zu überprüfen, wurde mit jedem Gel 
nach dem Blotten eine Coomassie-Färbung durchgeführt. Dafür wurden die Gele unter 
leichtem Schütteln für 1 Stunde bei Raumtemperatur in der fertigen Coomassie Lösung 
inkubiert. Das anschließende Entfärben der Gele erfolgte mit 10 %iger Essigsäure, bis 
die Lösung klar blieb. Die Gele wurden im Anschluß mit Hilfe eines Geltrockners zur 
weiteren Aufbewahrung konserviert. 




Die statistische Auswertung erfolgte nach Beratung und durch Hilfe des Institutes für 
Biometrie und medizinische Informatik der Universität Magdeburg. Es wurden die 
Programme SPSS Version 15 und GraphPad Prism (Graph-Pad Software Inc., San 
Diego, CA) verwendet.  Dabei erfolgte die Auswertung der MTT- und IL-2-Versuche 
durch Varianzanalysen, eine Clusteranalyse und einen t-Test. Die Auswertung der 
Western Blots erfolgte durch einen t-Test für gepaarte Stichproben. Die Darstellung der 
Daten erfolgte als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Die Ergebnisse 
wurden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) und 




3.1 Untersuchungen zur Toxizität der Cannabinoide AEA und 
WIN 55,212-2 auf primär humane T-Zellen 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chargen der Cannabinoide AEA und 
WIN 55,212-2 wurden zu Beginn der Untersuchungen in Bezug auf toxische Einflüsse 
charakterisiert. Ziel dieser Versuche war es, einen Konzentrationsbereich zu finden, 
der keine direkte Toxizität für primär humane T-Zellen darstellt. Die Zellen blieben 
entweder unstimuliert (Abbildung 3.1), oder wurden zu Beginn der Kultur durch Zugabe 
von PMA/Io (3 nM) und Ionomycin (0,25µg/ml) stimuliert (Abbildung 3.2).  
3.1.1 Toxizität von AEA und WIN 55,212-2 auf unstimulierte Zellen 
 
Wie in Abbildung 3.1 (a) zu sehen, wird die Vitalität humaner T-Zellen bis zu einem 
Konzentrationsbereich von 10 µM AEA nicht beeinträchtigt und liegt, wie die Kontrolle, 
bei allen Zeitwerten um 100 %. Erst ab einem Konzentrationsbereich von über 40 µM 
AEA kommt es zu einer deutlichen Reduktion der Vitalität, nach 72 Stunden auf 54 % 
(40 µM) bzw. 34 % (50 µM) der Kontrolle. Ähnliche Toxizitätsgrenzen konnten für das 
synthetische Cannabinoid WIN 55,212-2 gefunden werden, siehe Abbildung 3.1 (b). Bis 
zu einer Konzentration von 10 µM WIN 55,212-2 liegt die Vitalität der Zellen bei allen 
Zeitwerten um 100 %. Bei den Konzentrationen 20 µM und 30 µM konnte erst nach 72 
Stunden eine geringe Beeinträchtigung der Vitalität gefunden werden. Erst ab einer 
Konzentration von 40 µM WIN 55,212-2 und einer Inkubationszeit von 72 Stunden 
zeigte sich eine deutliche Einschränkung der Vitalität auf 52 % der Kontrolle, bei 50 µM 
WIN 55,212-2 auf 45 % der Kontrolle. Somit können Konzentrationen der 
Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 bis 10 µM als nicht toxisch für unstimulierte 

































Abbildung 3.1 Einfluss von AEA (a) bzw. WIN 55,212-2 (b) auf die Vitalität unstimulierter T-Zellen. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von mindestens 4 unabhängigen Experimenten. 100 % Vitalität 
stellt für jeden Zeitwert die Kontrolle mit dem Lösungsmittel DMSO dar. Die Vitalität wurde nach den 
definierten Zeitpunkten mit einem MTT-Test bestimmt. Die Signifikanzen sind im Anhang tabellarisch 
aufgeführt (Tabelle 10-1 und Tabelle 10-2). 
 
 





















































3.1.2 Toxizität von AEA und WIN 55,212-2 auf PMA/Io-stimulierte Zellen 
 
Abbildung 3.2 zeigt die Vitalität stimulierter primär humaner T-Zellen nach den oben 
definierten Zeitpunkten und in Abhängigkeit verschiedener Konzentrationsbereiche der 
Cannabinode. Durch die Stimulation mit PMA und Ionomycin kommt es zu einer 
Proliferation der Zellen, so dass, insbesondere im Vergleich zum Vorversuch mit 
unstimulierten Zellen, durch diesen Versuch auch eine Aussage über den Einfluss der 
Cannabinoide AEA (a) und WIN 55,212-2 (b) auf das Proliferationsverhalten primär 
humaner Zellen getroffen werden kann. 
In einem Konzentrationsbereich von 3-10 µM AEA liegt die Vitalität der Zellen nach 
allen definierten Zeitbereichen wie bei den unstimulierten Zellen bei 100 %. Bei 20 µM 
(84,45 %) und 30 µM (77,28 %) AEA zeigt sich eine leichte Einschränkung der Vitalität, 
erst ab einem Konzentrationsbereich von 40 µM und 50 µM AEA kommt es zu einer 
deutlichen Einschränkung der Vitalität nach 72 Stunden (40 µM AEA 54 % der 





























































Abbildung 3.2 Einfluss von AEA (a) und WIN 55,212-2 (b) auf die Vitalität von stimulierten T-Zellen. 
Die Stimulation der Zellen erfolgte mit PMA (3 nM) und Io (0,25 µg/ml). Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
SEM von mindestens 4 unabhängigen Experimenten. 100 % Vitalität stellt für jeden Zeitpunkt die Kontrolle 
mit dem Lösungsmittel DMSO dar. Die Vitalität wurde nach den definierten Zeitpunkten mit einem MTT-
Test bestimmt. Die Signifikanzen sind im Anhang tabellarisch aufgeführt (Tabelle 10-3 und Tabelle 
10-4). 
 
Bei den mit WIN 55,212-2 (b) behandelten Zellen liegt die Vitalität der Zellen nach 24 
Stunden noch in allen Konzentrationsbereichen bei 100 %. Erst nach 48 Stunden zeigt 
sich eine Reduktion der Vitalität ab einem Konzentrationsbereich von 20 µM 
WIN 55,212-2. Ein deutlicher Sprung der Vitalität zeigt sich nach 72 Stunden ab einem 
Konzentrationsbereich von 20 µM WIN 55,212-2 auf 43 % der Kontrolle. Diese 

































3.2 Beeinflussung der IL-2-Freisetzung primär humaner 
T-Zellen durch die Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 
 
Die Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 zeigten bis 10 µM keine Toxizität auf 
primäre T-Zellen. Um den Einfluss dieser Cannabinoide auf die stimulationsabhängige 
IL-2-Sekretion von T-Zellen zu bestimmen, wurden unstimulierte, T-Zellrezeptor-
abhängig und T-Zellrezeptorunabhängig stimulierte T-Zellen eingesetzt. Die Dar-
stellung der Ergebnisse erfolgte logarithmisch.  
Tabelle 3-1 Umrechnungstabelle für die Abbildungen 3.4 –3.6, sowie Abb. 3.8 
[log M] 0 -11 -10 -9 -8 -7 -6,5 -6 -5,5 -5,3 -5 
 0 10 pM 100 pM 1 nM 10 nM 100 nM 300 nM 1 µM 3 µM 5 µM 10 µM 
 
3.2.1 Beeinflussung der IL-2-Freisetzung unstimulierter T-Zellen durch 
die Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2  
 
Durch diesen Versuch sollte überprüft werden, ob die Cannabinoide AEA oder 
WIN 55,212-2 ohne zusätzliche Stimulantien in der Lage sind, eine IL-2-Freisetzung 
der T-Zellen zu bewirken. Bei allen Versuchen (n=5) konnte mittels ELISA nach 24 
Stunden Inkubation der Zellen nach Zugabe der Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 
keine IL-2-Freisetzung im messbaren Bereich festgestellt werden. Es kann daher 
davon ausgegangen werden, dass die Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 nicht 
ohne zusätzliche Stimulation eine IL-2-Freisetzung primär humaner T-Zellen auslösen. 
3.2.2 Änderungen der IL-2-Freisetzung TCR-abhängig stimulierter 
T-Zellen durch die Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2  
 
Die Stimulation primär humaner T-Zellen über den T-Zellrezeptor erfolgte mit Hilfe von 
CD3- und CD28-Antikörpern (OKT3 Hybridom und CD28 Hybridom). Da in den 
Überständen eine nicht standardisierte Menge von Antikörpern vorhanden ist, wurde 
vor den Versuchen mit den verwendeten Chargen aus dem Institut für Immunologie 


















Abbildung 3.3 IL-2-Freisetzung primär humaner T-Zellen nach Stimulation mit OKT3 und CD28 
Überständen verschiedener Konzentrationen. Die IL-2-Freisetzung wurde nach einer Stimulation von 
24 Stunden mittels ELISA aus den Überständen bestimmt. Die Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM von 3 
unabhängigen Experimenten, die im dreifachen Ansatz  durchgeführt wurden. 
 
Der OKT3-Überstand wurde unverdünnt und in den Verdünnungen 1:5, 1:10 und 1:20 
eingesetzt. Die Verdünnung der Überstände erfolgte mit PBS. Der CD28-Überstand 
kam stets unverdünnt zum Einsatz. Es wurde sowohl die IL-2-Freisetzung nach 
alleiniger Stimulation über CD3 als auch die IL-2-Freisetzung nach Stimulation über 
CD3 und den Co-Rezeptor CD28 mittels ELISA bestimmt. Wie aus der Abbildung 3.3 
hervorgeht, konnte durch Kostimulation über den CD28-Rezeptor eine deutliche 
Zunahme der IL-2-Freisetzung um den Faktor 1,5 - 2 erreicht werden. Die Verdünnung 
des CD3-Antikörpers spielte für die Stimulation eine untergeordnete Rolle. In den 
folgenden Versuchen wurden die primär humanen T-Zellen einmal suboptimal nur mit 
OKT3 stimuliert (Abbildung 3.4), in einem weiteren Versuch optimal mit OKT3- und 
CD28-Antikörpern (Abbildung 3.5). Als Verdünnung des OKT3-Antikörpers wurde eine 



























































































3.2.2.1 IL-2-Freisetzung nach Stimulation mit OKT3 
 
Eine 1:10 Verdünnung des OKT3-Antikörpers hat sich im Vorversuch als sinnvolle 
Stimulationskonzentration gezeigt. Die Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 wurden 
in einem Konzentrationsbereich von 10 pM bis 10 µM eingesetzt, dieser zeigte sich in 
einem Vorversuch als nicht toxisch. Aufgetragen wurde die relative IL-2-Freisetzung 
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Abbildung 3.4 IL-2-Freisetzung primär humaner T-Zellen nach OKT3-Stimulation. Die IL-2-
Freisetzung wurde nach einer Stimulation mit OKT3 (Verdünnung 1:10) und Inkubation der Cannabinoide 
AEA (a) oder WIN 55,212-2 (b) in aufsteigender Konzentration nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. 
Dargestellt ist die relative IL-2-Freisetzung bezogen auf DMSO Kontrollansätze, die auf 100 % gesetzt 
wurden. Die Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM von 5 unabhängigen Experimenten, die mindestens im 
doppelten Ansatz durchgeführt wurden. Ab einer Konzentration von 3 µM AEA und WIN kommt es zu einer 
signifikanten Reduktion der IL-2-Freisetzung. * = p < 0,05, (*) = p < 0,1. 
 
Wie in Abbildung 3.4 zu sehen, zeigt sich in einem Konzentrationsbereich der 
Cannabinoide AEA (a) und WIN 55,212-2 (b) von 10 pM bis 1 µM keine signifikante 
Beeinflussung der IL-2-Freisetzung. Bei Konzentrationen zwischen 3 µM und 10 µM 
AEA (a) oder WIN 55,212-2 (b) zeigt sich eine signifikante Reduktion der IL-2-
Freisetzung. Folgende signifikanten Werte konnten gemessen werden: AEA 3 µM 
73 % (+/- 9,4, p < 0,05), AEA 5 µM 72 % (+/- 8,6, p < 0,05), AEA 10 µM 63 % (+/- 14,2, 
p < 0,1), WIN 3µM 81 % (+/- 6,9, p < 0,1), WIN 5 µM 83 % (+/- 4,4, p < 0,05), WIN 
10 µM 75 % (+/- 12). 
3.2.2.2 IL-2-Freisetzung nach Stimulation mit OKT3 und CD28 
 
Eine 1:10-Verdünnung des OKT3-Antikörpers in Kombination mit einem unverdünnten 
CD28-Antikörper zeigte sich in einem Vorversuch als optimale Stimulations-
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Konzentrationsbereich von 10 pM bis 10 µM eingesetzt. Aufgetragen wurde die relative 

























Abbildung 3.5. IL-2-Freisetzung primär humaner T-Zellen nach OKT3/CD28-Stimulation. Die IL-2-
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Inkubation der Cannabinoide AEA (a) oder WIN 55,212-2 (b) in aufsteigender Konzentration nach 24 
Stunden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt ist die relative IL-2-Freisetzung bezogen auf DMSO 
Kontrollansätze, die auf 100 % gesetzt wurden. Die Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM von 5 un-
abhängigen Experimenten, die mindestens im doppelten Ansatz durchgeführt wurden. Ab einer 
Konzentration von 3 µM AEA und WIN kommt es zu einer signifikanten Reduktion der IL-2-Freisetzung. 
(*) = p < 0,1, * = p < 0,05, ** = p < 0,01 
 
Wie in Abbildung 3.5 zu sehen, zeigt sich in einem Konzentrationsbereich zwischen 
1 pM bis 1 µM der Cannabinoide AEA (a) und WIN 55,212-2 (b) keine signifikante Ver-
änderung der IL-2-Sekretion. In einem Konzentrationsbereich zwischen 3 µM und 
10 µM der Cannabinoide AEA und WIN kommt es zu einer signifikanten Reduktion der 
IL-2-Freisetzung. Folgende signifikanten Werte konnten gemessen werden: AEA 3 µM 
66 % (+/- 9,8, p < 0,05), AEA 5 µM 63 % (+/- 5,7, p < 0,01), AEA 10 µM 54 % (+/- 10,9, 
p < 0,05). WIN 3 µM 74 % (+/- 2,0, p < 0,05), WIN 5 µM 68 % (+/- 4,8, p < 0,1), WIN 
10 µM 60 % (+/- 7,3, p < 0,05). 
Zusammengefasst kommt es bei primär humanen T-Zellen, welche über den 
T-Zellrezeptor stimuliert werden, durch die Behandlung der Cannabinoide AEA und 
WIN 55,212-2 ab einer Konzentration von 3 µM zu einer signifikanten Reduktion der 
IL-2-Freisetzung, sowohl nach suboptimaler Stimulation (OKT3) wie auch nach 
optimaler Stimulation (OKT3 und CD28). Zu einer Zunahme der IL-2-Freisetzung 
kommt es bei keiner der eingesetzten Cannabinoidkonzentrationen nach Stimulation 
über den T-Zellrezeptor. 
3.2.3 Änderungen der IL-2-Freisetzung TCR-unabhängig stimulierter 
T-Zellen durch AEA und WIN 55,212-2  
 
Die Stimulation der Zellen erfolgte T-Zellrezeptorunabhängig mit PMA und Ionomycin. 
Die Cannabinoide AEA oder WIN 55,212-2 wurden in den Konzentrationen von 10 pM 
bis 10 µM eingesetzt. Nach 24 Stunden erfolgte die IL-2-Messung in den Überständen 
mittels ELISA. Aufgetragen wurde die relative IL-2-Freisetzung im Vergleich zur 











































































Abbildung 3.6  IL-2-Freisetzung primär humaner T-Zellen nach PMA/Io-Stimulation. Die IL-2-
Freisetzung wurde nach einer Stimulation mit PMA (3 nM) und Io (0,25µg/ml) und Inkubation der 
Cannabonoide AEA (a) oder WIN 55,212-2 (b) in aufsteigender Konzentration nach 24 Stunden mittels 
ELISA bestimmt. Dargestellt ist die relative IL-2-Freisetzung einzelner Probanden, bezogen auf DMSO-
Kontrollansätze, die auf 100 % gesetzt wurden. 
 
Bei der Analyse der Daten zeigte sich ein deutlicher Unterschied in der IL-2-





mit den Cannabinoiden AEA und WIN 55,212-2. Wie in Abbildung 3.6 zu sehen, konnte 
bei den T-Zellen von fünf Probanden (Probanden 1,2,5,6,7) eine dosisabhängige 
Zunahme der IL-2-Freisetzung bis zum Dreifachen der Norm durch Zugabe sowohl von 
AEA (a) als auch von WIN 55,212-2 (b) gezeigt werden. Die T-Zellen von drei 
Probanden (Probanden 3,4,8) zeigten hingegen keinen Anstieg der IL-2-Freisetzung 
nach Behandlung mit den Cannabinoiden. Auch bei den vorausgegangenen 
OKT3/CD28-Stimulationsversuchen konnte kein signifikanter Anstieg der IL-2-
Freisetzung gezeigt werden. Es folgte daher zunächst eine Clusteranalyse mit den 
erhobenen Daten aus den Stimulationsversuchen, um zu prüfen, ob zur weiteren 
Analyse der Daten eine Trennung der Gruppen (Anstieg der IL-2-Freisetzung 
(„Response“) vs. kein Anstieg/Abfall („Non-Response“) statistisch gerechtfertigt ist. 
Abbildung 3.7 fasst die Auswertung der Clusteranalyse zusammen. 
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Abbildung 3.7 Clusteranalyse zur Trennung der Gruppen in „Response“ und „Non-Response“ 
Dargestellt ist die relative IL-2-Freisetzung von 36 Versuchen bei einer Cannabinoidkonzentration (AEA 
bzw. WIN) von 3 µM, bezogen auf DMSO Kontrollansätze, die auf 100 % gesetzt wurden. Es erfolgt die 
Zuordnung der Werte zu zwei Gruppen (Clustern), zwischen denen ein signifikanter Unterschied besteht 
(**** = p < 0,0001). 
 
Wie in Abbildung 3.7 zu sehen, erfolgt eine Zuordnung der Werte zu zwei 
verschiedenen Gruppen (Clustern), zwischen denen ein signifikanter Unterschied 
(p<0,0001) besteht. Statistisch ist eine Trennung der Gruppen damit gerechtfertigt. Im 
Folgenden wird die Gruppe ohne Zunahme der IL-2-Freisetzung (Cluster 1) als „Non-
Response“ bezeichnet, die Gruppe mit signifikanter Zunahme der IL-2-Freisetzung 
(Cluster 2) als „Response“. 
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Abbildung 3.8 fasst die IL-2-Freisetzung der „Response“- und „Non-Response“-Gruppe 







Abbildung 3.8 IL-2-Freisetzung primär humaner T-Zellen nach PMA/Io-Stimulation. Die IL-2-
Freisetzung wurde nach einer Stimulation mit PMA (3 nM) und Io (0,25µg/ml) und Inkubation der 
Cannabonoide AEA (a) oder WIN 55,212-2 (b) in aufsteigender Konzentration nach 24 Stunden mittels 
a 
      b 
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ELISA bestimmt. Dargestellt ist die relative IL-2-Freisetzung, bezogen auf DMSO Kontrollansätze, die auf 
100 % gesetzt wurden. Die Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM von 5 („Response“) bzw. 3 („Non-
Response“) unabhängigen Experimenten, die mindestens im doppelten Ansatz durchgeführt wurden. Ab 
einer Konzentration von AEA 1 nM und WIN 100 nM kommt es zu einer signifikanten Zunahme der IL-2-
Freisetzung bei der „Response“-Gruppe. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001. 
 
Nach Inkubation mit AEA zeigt sich bei der „Response“-Gruppe dosisabhängig eine 
signifikante Zunahme der IL-2-Freisetzung ab einer Konzentration von 1 nM AEA mit 
einer Zunahme auf 149 % (+/- 8,4, p < 0,05). Das Maximum der IL-2-Zunahme wird bei 
einer Konzentration von 5 µM AEA erreicht und beträgt 237 % (+/- 26, p < 0,01). Auch 
die Zwischenwerte (10 nM bis 3 µM) zeigten sich alle signifikant bis höchst signifikant: 
AEA 10 nM 158 % (+/- 21, p < 0,05), AEA 100 nM 177 % (+/- 19, p < 0,01), AEA 
300 nM 182 % (+/- 13, p < 0,001), AEA 1 µM 195 % (+/- 15, p < 0,001), AEA 3 µM 
225 % (+/- 22, p < 0,01). Bei der „Non-Response“-Gruppe zeigt sich keine signifikante 
Veränderung der IL-2-Freisetzung nach Inkubation mit AEA. Der gleiche Effekt findet 
sich bei der „Response“-Gruppe nach Inkubation mit WIN 55,212-2. Hier lässt sich eine 
signifikante dosisabhängige Zunahme der IL-2-Freisetzung ab einer Konzentration von 
100 nM WIN auf 173 % (+/- 11, p < 0,001) nachweisen. Das Maximum wird hier bei 
einer Konzentration von 3 µM WIN 55,212-2 erreicht und beträgt 290 % (+/- 20, 
p < 0,001). Die Zwischenwerte (300 nM bis 1 µM) sind ebenfalls alle signifikant: WIN 
300 nM 178 % (+/- 19, p < 0,01), WIN 1 µM 213 % (+/- 11, p < 0,001), WIN 5 µM 
273 % (+/- 35, p < 0,001), WIN 10 µM 259 % (+/- 26, p < 0,001). Bei der „Non-
Response“-Gruppe hingegen zeigt sich keine signifikante Veränderung der IL-2-
Freisetzung nach Inkubation mit WIN 55,212-2. 
 
3.2.4 Analyse der IL-2-Freisetzung zwischen der„Response“- und „Non-
Response“-Gruppe PMA/Io-stimulierter T-Zellen 
 
Die vorausgegangenen Experimente zeigten einen deutlichen Unterschied zwischen 
der „Response“- und „Non-Response“-Gruppe bezüglich der IL-2-Freisetzung nach 
Behandlung mit den Cannabinoiden AEA und WIN 55,212-2 und Stimulation mit PMA 
und Ionomycin. Im Folgenden sollte geprüft werden, ob eine Abhängigkeit von 
bestimmten Faktoren (Geschlecht, Personenabhängigkeit, Höhe der basalen IL-2-










































Abbildung 3.9 IL-2-Freisetzung in Abhängigkeit vom Geschlecht. Die Abbildung fasst die relative IL-2-
Freisetzung der männlichen (n = 8) und weiblichen (n = 8 ) Probanden nach PMA/Io-Stimulation bei einer 
Cannabinoidkonzentration (AEA bzw. WIN) von 3 µM zusammen. Es zeigt sich kein signifikanter 
Unterschied zwischen männlichen und weiblichen Probanden (p=0,268). 
 
Wie in Abbildung 3.9 zu sehen, zeigt sich bei einer Cannabinoidkonzentration von 3 µM 
nach PMA/Io-Stimulation kein signifikanter Unterschied (p=0,268) in der IL-2-
Freisetzung zwischen männlichen Probanden (222,9 % +/- 27,77) und weiblichen 
Probanden (170,1 % +/- 36,42). 
Im Weiteren wurde die Hypothese einer personenabhängigen Zuordnung zu der 
„Response“- und „Non-Response“-Gruppe geprüft. Dafür wurden zwei Probanden zu 
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Versuch 1 Versuch 1Versuch 2 Versuch 2
 
Abbildung 3.10 Mehrfach getestete Probanden. Dargestellt ist die relative IL-2-Freisetzung nach 
Stimulation mit PMA/Io ohne WIN (gestreifte Balken) und nach Zugabe von WIN 55,212-2 (graue Balken) 
von zwei Probanden, die jeweils zu zwei verschiedenen Zeitpunkten getestet wurden (Versuch 1 und 
Versuch 2). 
 
Bei Proband A konnte im Versuch 1 nach Zugabe von WIN 55,212-2 kein Anstieg der 
IL-2-Freisetzung nachgewiesen werden (99,5 % der Kontrolle), im Versuch 2 zeigte 
sich ein deutlicher Anstieg der IL-2-Freisetzung auf 357 % der Kontrolle nach Zugabe 
von WIN 55,212-2. Proband B zeigte im Versuch 1 ebenfalls keinen IL-2-Anstieg nach 
Zugabe von WIN 55,212-2 (108 % der Kontrolle), hingegen im Versuch 2 ebenfalls 
einen deutlichen IL-2-Anstieg auf 296 % der Kontrolle nach Zugabe von WIN 55,212-2. 
Beide Probanden konnten damit einmal der „Response“-Gruppe zugeordnet werden, 
das andere Mal der „ Non-Response“-Gruppe. 
Als nächstes wurde geprüft, ob eine Abhängigkeit von der absoluten basalen IL-2-
Freisetzung besteht. Diese gibt einen Hinweis, wie stark die Zellen stimuliert wurden. 
Grundlage der hier durchgeführten Analyse ist die Hypothese der Arbeitsgruppe von 
Jan und Kaminski, welche nachweisen konnten, dass nur suboptimal stimulierte Maus-
splenozyten und auch EL4.IL-2-T-Zellen eine Zunahme der IL-2-Sekretion in 
Anwesenheit von Cannabinol zeigen (2001; 2002), optimal stimulierte Zellen jedoch 
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nicht. Abbildung 3.11 fasst die absolute IL-2-Freisetzung der „Response“-Gruppe und der 
„Non-Response“-Gruppe aus dem vorausgegangenen Experiment (Abbildung 3.8) nach 
Stimulation mit PMA und Ionomycin ohne Zugabe der Cannabinoide AEA und 


































Abbildung 3.11 Vergleich der absoluten IL-2-Freisetzung zwischen der „Response“- und „Non-
Response“-Gruppe nach Stimulation mit PMA/Io ohne Zugabe von Cannabinoiden. Die Abbildung 
fasst sie absolute IL-2-Freisetzung aus dem vorausgegangenen Experiment (Abb. 3.8) der „Response“- 
und der „Non-Response"-Gruppe zusammen. Die „Non-Response“-Gruppe zeigt eine signifikant höhere 
basale IL-2-Freisetzung. * = p < 0,05. 
 
Wie aus der Abbildung 3.11 hervorgeht, zeigt sich ein signifikanter Unterschied 
(p < 0,05) in der absoluten IL-2-Freisetzung zwischen der „Response“- und „Non-
Response“-Gruppe. So konnte bei der „Non-Response“-Gruppe (IL-2-Freisetzung 
10010 pg/ml (+/-2925)) im Vergleich zu der „Response“-Gruppe (IL-2 1091 pg/ml (+/-
 385)) nach Stimulation mit PMA und Ionomycin eine 10fach höhere IL-2-Freisetzung 
gemessen werden. Die „Non-Response“-Gruppe war somit schon vor Zugabe der 




Tabelle 3-2 fasst die vorausgegangenen drei Analysen noch einmal zusammen. Nur bei 
der Höhe der basalen IL-2-Freisetzung konnte ein Unterschied zwischen der 
„Response“- und „Non-Response“-Gruppe gefunden werden. 
Tabelle 3-2 Unterschiede zwischen  der „Response“- und „Non-Response“-Gruppe  
 













3.3 Western Blot 
 
Die Versuche zur IL-2-Freisetzung haben einen deutlichen Unterschied zwischen 
PMA/Io-stimulierten humanen T-Zellen gezeigt, die mit den Cannabinoiden AEA und 
WIN 55,212-2 behandelt wurden. Dabei konnte zwischen „Response“ und „Non-
Response“ unterschieden werden. Ziel der folgenden Versuche sollte es daher sein, 
Unterschiede in der Signaltransduktion PMA/Io-stimulierter Zellen zwischen der „Re-
sponse“- und „Non-Response“-Gruppe aufzuzeigen. Dabei sollten insbesondere 
Veränderungen in der Phosphorylierung der Kinasen MEK, ERK und der PKC 
analysiert werden, da diese Proteine für die IL-2-Induktion eine wichtige Rolle spielen. 
Für die folgenden Versuche wurde das synthetische Cannabinoid WIN 55,212-2 
gewählt (3 µM), dieses zeigte in den Vorversuchen vergleichbare Resultate wie das 
endogene Cannabinoid AEA, ist jedoch biochemisch wesentlich stabiler.  
Die Proben wurden wie in Kapitel 2.11 beschreiben hergestellt und aufbereitet. Mit den 
nach 24 Stunden gewonnenen Überständen wurden IL-2-ELISA-Analysen 
durchgeführt. Kam es zu einer signifikanten Zunahme der IL-2-Produktion unter 
WIN 55,212-2, wurden die Proben der „Response“-Gruppe zugeordnet. Konnte kein 
Unterschied im IL-2-ELISA festgestellt werden, wurden die Proben der „Non-
Response“-Gruppe zugeordnet. Mit den Zelllysaten von jeweils drei Personen aus der 
„Response“- und „Non-Response“-Gruppe wurden Western Blot Analysen durchge-
führt.  
 
3.3.1 Untersuchungen zur Phosphorylierung der MAP-Kinase MEK 
 
Die MAP-Kinase MEK wird durch die Serinkinase Raf bei Aktivierung der T-Zellen 
phosporyliert. Abbildung 3.12 vergleicht die Wirkung von WIN 55,212-2 zwischen 





































































Abbildung 3.12 Wirkung von WIN 55,212-2 auf die Phosphorylierung von MEK zwischen 
„Response“ (a) und „Non-Response“ (b). Die primär humanen T-Zellen wurden entweder unbehandelt 
gelassen (Ko=Kontrolle) oder in An- oder Abwesenheit von WIN 55,212-2 für 15 Minuten bzw. 24 Stunden 
inkubiert. Stimuliert wurde mit PMA 3 nM und Ionomycin 0,25 µg/ml (Bande 2-4). Das Diagramm zeigt die 
Zusammenfassung von 3 unabhängigen Experimenten. Dargestellt ist die relative Proteinmenge ± SEM 
von phospho-MEK, abgeglichen auf MEK und genormt auf die Kontrolle (=100 %) nach Densitometrie. 





Das Diagramm zeigt das Ergebnis von je drei unabhängigen Experimenten nach 15 
Minuten und 24 Stunden Inkubation mit WIN 55,212-2, darüber ist jeweils ein reprä-
sentativer Western Blot dargestellt. Es zeigte sich jeweils nur eine spezifische Bande 
(45 kDa), durch einen im Anschluss durchgeführten Aktinblot ließ sich eine 
gleichmäßige Proteinmenge in allen Proben nachweisen. Wie in der Abbildung 3.12 zu 
sehen, sind in den unstimulierten Kontrollen (Bande 1), sowohl bei „Response“ (a) als 
auch bei „Non-Response“ (b), phosphorylierte Formen von MEK kaum nachweisbar. 
Nach PMA/Io-Stimulation (Bande 2-5) kommt es bei beiden Gruppen zu einer 
deutlichen Zunahme der phosporylierten Formen von MEK. Diese Zunahme zeigt sich 
sowohl nach 15 Minuten als auch nach 24 Stunden. Bei den zusätzlich mit 
WIN 55,212-2 behandelten Zellen (Bande 3 und 5) konnte, im Gegensatz zu den nur 
stimulierten Zellen (Bande 2 und 4), in beiden Zeiträumen weder bei „Response“ (a) 
noch bei „Non-Response“ (b) eine signifikante Änderung in der Phosphorylierung der 
MAP-Kinase MEK nachgewiesen werden. Auffällig ist ein Maximum der 
Phosporylierung nach 15 Minuten bei „Non-Response“ (b), nach 24 Stunden zeigt sich 
ein im Vergleich zum 15-Minuten-Wert eine geringere Phosphorylierung. Bei 
„Response“ (a) hingegen lässt sich erst nach 24 Stunden ein Maximum der 
Phosporylierung nachweisen. 
3.3.2 Untersuchungen zur Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK 
 
Die MAP-Kinase ERK wird bei Aktivierung der T-Zelle durch die MAP-Kinase MEK 
phosphoryliert. Abbildung 3.13 vergleicht die Wirkung von WIN 55,212-2 zwischen 
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Abbildung 3.13 Wirkung von WIN 55,212-2 auf die Phosphorylierung von ERK bei „Response“ (a) 
und „Non-Response“ (b). Die primär humanen T-Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen 
(Ko=Kontrolle) oder in An- oder Abwesenheit von WIN 55,212-2 für 15 Minuten bzw. 24 Stunden inkubiert. 
Stimuliert wurde mit PMA 3 nM und Ionomycin 0,25 µg/ml (Bande 2-4). Das Diagramm zeigt die Zu-
sammenfassung von 3 unabhängigen Experimenten. Dargestellt ist die relative Proteinmenge ± SEM von 
phospho-ERK, abgeglichen auf ERK und genormt auf die Kontrolle (=100 %) nach Densitometrie ( * = p < 




Das Diagramm zeigt das Ergebnis von je drei unabhängigen Experimenten nach 15 
Minuten und 24 Stunden Inkubation mit WIN 55,212-2, darüber ist jeweils ein 
repräsentativer Western Blot dargestellt. Es zeigte sich eine spezifische Doppelbande 
(42, 44 kDa), in einem anschließenden Aktinblot ließ sich eine gleichmäßige 
Proteinmenge nachweisen. 
Wie bei der vorhergehenden Western Blot Analyse sind auch hier phosphorylierte 
Stufen von ERK in der unstimulierten Kontrolle kaum nachzuweisen (Bande 1). Bei den 
stimulierten Proben (Bande 2-5) konnten bei „Response“ und „Non-Response“ 
phosporylierte Formen von ERK nachgewiesen werden. Sowohl bei „Response“ als 
auch bei „Non-Response“ konnte nach 15 Minuten eine signifikant (p < 0,05) stärkere 
Aktivierung von ERK bei den mit WIN 55,212-2 behandelten Proben festgestellt 
werden (Bande 3). Nach einem Zeitraum von 24 Stunden ließ sich der Effekt nicht 
mehr nachweisen. 
3.3.3 Untersuchungen zur Phosphorylierung der PKC 
 
Physiologisch wird die Proteinkinase C kalziumabhängig durch Diacylglycerol (DAG) 
aktiviert. In vitro besteht außerdem die Möglichkeit, die Proteinkinase C direkt durch 
PMA zu stimulieren. Abbildung 3.14 vergleicht die Wirkung von WIN 55,212-2 zwischen 




































































Abbildung 3.14 Wirkung von WIN 55,212-2 auf die Phosphorylierung der PKC bei „Response“ (a) 
und „Non-Response“ (b). Die primär humanen T-Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen 
(Ko=Kontrolle) oder in An- oder Abwesenheit von WIN 55,212-2 für 15 Minuten bzw. 24 Stunden inkubiert. 
Stimuliert wurde mit PMA 3 nM und Ionomycin 0,25 µg/ml (Bande 2-4). Das Diagramm zeigt die Zu-
sammenfassung von 3 unabhängigen Experimenten. Dargestellt ist die relative Proteinmenge ± SEM von 
phospho-PKC, abgeglichen auf PKC und genormt auf die Kontrolle (=100 %) nach Densitometrie ( * = p < 




Das Diagramm zeigt das Ergebnis von je drei unabhängigen Experimenten nach 15 
Minuten und 24 Stunden Inkubation mit WIN 55,212-2, darüber ist jeweils ein 
repräsentativer Western Blot dargestellt. Es zeigte sich jeweils nur eine spezifische 
Bande (80 kDa), durch einen im Anschluss durchgeführten Aktinblot ließ sich eine 
gleichmäßige Proteinmenge nachweisen. 
Im Gegensatz zu den MAP-Kinasen ERK und MEK konnte bei den Proteinkinase C 
Western Blot Analysen in beiden Gruppen auch in den unstimulierten Kontrollen ein 
Anteil von phoshorylierter PKC nachgewiesen werden (Bande 1). Bei „Non-Response“ 
konnte auch nach Stimulation mit PMA (3 nM) und Io (0,25 µg/ml) der phosphorylierte 
Anteil nicht wesentlich erhöht werden (Bande 2-4, b). Bei „Response“ hingegen konnte 
nach 15 Minuten bei der zusätzlich mit WIN 55,212-2 behandelten Probe (Bande 3) 
eine signifikante Zunahme (p < 0,05) der phosphorylierten Form der PKC gezeigt 







Das Wachstum und die Differenzierung von Immunzellen stellen eine wichtige 
Grundlage von Entzündungsprozessen dar. Interleukin-2, ein Zytokin, welches von 
aktivierten T-Zellen freigesetzt wird, nimmt durch autokrine und parakrine Stimulation 
eine Schlüsselrolle bei der Aktivierung des spezifischen Immunsystems ein. Endogene 
Cannabinoide haben sich als wichtiger Modulator bei Entzündungsprozessen des 
Immunsystems gezeigt. Viele Studien deuten auf eine antiinflammatorische Wirkung 
von Cannabinoiden hin, jedoch gibt es auch Hinweise, dass Cannabinoide unter 
bestimmten Voraussetzungen eine Stimulation der Immunantwort bewirken können. So 
konnte z.B. ein Zusammenhang zwischen dem Alter der Zellen und der Art der 
Stimulation nachgewiesen werden (Nakano et al. 1993). Die meisten Studien, welche 
in der Literatur zu finden sind, wurden mit entarteten T-Zelllinien durchgeführt, einige 
Studien mit Mauslymphozyten. Bei der sehr komplexen Wirkung von Cannabinoiden ist 
es fraglich, wie weit die Ergebnisse dieser Studien auf primär humane T-Lymphozyten 
übertragbar sind.  
Ziel dieser Arbeit war es daher herauszufinden, welchen Einfluss die endogenen 
Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 auf die IL-2-Freisetzung primär humaner 
T-Zellen haben. Dabei sollte zwischen spezifisch (T-Zellrezeptorabhängig) und 
unspezifisch (PMA/Ionomycin) stimulierten T-Zellen differenziert werden. Lassen sich 
Veränderungen in der IL-2-Freisetzung durch Cannabinoide zeigen, so sollten wichtige 
daran beteiligte Signaltransduktionswege untersucht werden. 
Fasst man die Ergebnisse dieser Arbeit zusammen, so ist ein Konzentrationsbereich 
bis 10 µM AEA und WIN 55,212-2 als nicht toxisch einzustufen. Bei den Versuchen zur 
IL-2-Freisetzung zeigte sich bei den T-Zellrezeptorabhängig stimulierten T-Zellen stets 
eine IL-2-Abnahme nach Behandlung mit den Cannabinoiden AEA und WIN 55,212-2. 
Im Unterschied dazu konnte bei T-Zellrezeptorunabhängig stimulierten T-Zellen bei 
einigen Proben eine deutliche IL-2-Zunahme nachgewiesen werden, welche im 
Folgenden als „Response“ bezeichnet werden. Auffällig war eine niedrige IL-2-
Freisetzung nach PMA/Io Stimulation bei der „Response“-Gruppe im Vergleich zur 
„Non-Response“-Gruppe. Eine Analyse der beteiligten Signalwege konnte einen 
deutlichen Unterschied in der Phosporylierung der PKC zwischen „Response“ und 
„Non Response“ nachweisen. 
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4.1 Untersuchungen zur Toxizität von AEA und WIN 55,212-2 
 
Durch die Vitalitätstestung konnte nachgewiesen werden, dass die Cannabinoide AEA 
und WIN 55,212-2 bis zu einem Konzentrationsbereich von 10 µM keinen toxischen 
Einfluss auf primär humane T-Zellen haben. Dieses gilt sowohl für unstimulierte als 
auch für stimulierte T-Zellen. Da in den durchgeführten Versuchen nur dieser Konzen-
trationsbereich eingesetzt wurde, konnte im Folgenden eine IL-2-Reduktion durch 
toxische Einflüsse vernachlässigt werden.  
Vergleicht man die Vitalitätstestungen unstimulierter und stimulierter Zellen, ist insbe-
sondere der Konzentrationsbereich von 20 µM und 30 µM WIN 55,212-2 interessant. 
Bei den unstimulierten Zellen zeigt sich in diesem Konzentrationsbereich nur eine 
geringe Abnahme der Vitalität. Bei den stimulierten Zellen hingegen findet sich eine 
deutlich eingeschränkte Umsetzung des Farbstoffs. Dies erklärt sich am ehesten durch 
die erhöhte Sensibilität proliferierender Zellen gegenüber toxischen Einflüssen. Ein 
ähnlicher Effekt zeigt sich angedeutet auch bei den mit AEA behandelten Zellen. Die 
Abschwächung dieses Effektes im Vergleich zu den mit dem synthetischen 
WIN 55,212-2 behandelten Zellen lässt sich am ehesten durch den raschen Abbau des 
endogenen Cannabinoides AEA erklären (Cravatt et al. 1996). Außerdem wirkt AEA im 
Vergleich zu WIN 55,212-2 nur partiell agonistisch über die Cannabinoidrezeptoren 
(Howlett et al. 2004).  
4.2 Untersuchungen zur IL-2-Freisetzung nach AEA- und 
WIN-55,212-2-Exposition   
 
In Vorversuchen zur IL-2-Freisetzung konnte ausgeschlossen werden, dass die 
Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 selbst, ohne zusätzliche Stimulation, zu einer 
IL-2-Freisetzung bei primär humanen T-Zellen führen können, in der Literatur finden 
sich ebenfalls keine Hinweise für eine eigenständige Zellaktivierung durch 
Cannabinoide. Die Stimulation von T-Zellen über den T-Zellrezeptor stellt den 
physiologischen Weg der Aktivierung dar. Über komplexe Kaskaden wird das Signal 
weiter in das Zytosol der Zelle vermittelt (siehe Kapitel 1.2). Ein wichtiges Produkt 
aktivierter T-Zellen ist IL-2. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass AEA und 
WIN 55,212-2 ab einer Konzentration von 3 µM zu einer dosisabhängigen Abnahme 
der IL-2-Freisetzung führen. Dieser Effekt zeigte sich sowohl nach alleiniger CD3- 
Stimulation (suboptimaler Stimulation) als auch nach CD3/CD28-Stimulation (optimaler 
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Stimulation). Eine Zunahme der IL-2-Freisetzung konnte bei keinem Probanden 
gezeigt werden. Übertragbare Ergebnisse finden sich auch in anderen Publikationen. 
So konnte die Arbeitsgruppe um Borner et. al eine Abnahme von IL-2 auf mRNA-
Ebene bei einer CD3/CD28-stimulierten Leukämie-T-Zelllinie (Jurkat) nach Behandlung 
mit den Cannabinoiden THC, JWHO15 und MAEA nachweisen (Borner et al. 2009). 
Auch die Arbeitsgruppe um Rockwell wies eine verminderte IL-2-Sekretion bei Jurkat-
T-Zellen und dem Cannabinoid 2-AG nach, welches ebenfalls über den CB1- und CB2-
Rezeptor wirkt (Rockwell et al. 2006). Eine interessante Hypothese der Arbeitsgruppe 
um Kaminski ließ sich in dieser Arbeit nicht reproduzieren. Diese geht davon aus, dass 
suboptimal stimulierte Lymphozyten (Maus-Milzzellen, EL4.IL-2-Zelllinie) mit einer 
Zunahme der IL-2-Produktion reagieren, optimal stimulierte Zellen mit einer Abnahme 
der IL-2-Produktion (Jan & Kaminski 2001). Im Gegensatz zu unserer Arbeit wurden 
die Zellen von Kaminski et al. zwar auch über den T-Zellrezeptor stimuliert, jedoch mit 
dem Cannabinoid CBN (Cannabinol) inkubiert. Übertragen auf unsere Arbeit stellt die 
suboptimale Stimulation die Aktivierung nur über CD3 dar, dieses wurde in einem 
Vorexperiment bestätigt (siehe Abbildung 3.3). Die optimale Stimulation erfolgte mittels 
CD3/CD28-Stimulation. Doch auch mit einer suboptimalen Stimulation zeigte sich in 
dieser Arbeit eine Abnahme der IL-2-Sekretion. Eine mögliche Erklärung stellt die 
fragliche Übertragbarkeit der Ergebnisse dar. So unterscheiden sich sowohl die 
eingesetzten Cannabinoide (CBN vs. AEA und WIN 55,212-2) als auch der genaue 
Zelltyp (Mauslymphozyten/T-Zelllinie vs. primär humane T-Zellen). So handelt es sich 
bei CBN um ein pflanzliches Cannabinoid, während in unserer Arbeit ein endogenes 
(AEA) und ein synthetisches Cannabinoid (WIN 55,212-2) eingesetzt wurden. Möglich 
ist auch, dass die von uns eingesetzte suboptimale Stimulation mit CD3 nicht gering 
genug war. Zusammengefasst lässt sich durch das durchgeführte Experiment erstmals 
auch für primär humane T-Zellen nach Behandlung mit den Cannabinoiden AEA und 
WIN 55,212-2 eine Abnahme der IL-2-Sekretion nach Stimulation über den 
T-Zellrezeptor nachweisen. 
Als nächstes wurde der Einfluss der Cannabinoide AEA und WIN 55,212-2 auf die 
Interleukin-2-Sekretion T-Zellrezeptorunabhängig stimulierter Zellen untersucht. Dafür 
wurden die Zellen mit PMA und Ionomycin stimuliert, welches direkt die 
Proteinkinase C aktiviert (Truneh et al. 1985). Damit kann die frühe T-Zellaktivierung 
umgangen werden. Nach dieser Stimulation kam es, im Gegensatz zur 
T-Zellrezeptorabhängigen Stimulation, entweder zu einem Anstieg der IL-2-Sekretion 
oder zu keiner Veränderung im IL-2-Niveau (siehe Abbildung 3.6.). Durch eine 
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Clusteranalyse der Daten (Abbildung 3.7) konnte nachgewiesen werden, dass es 
statistisch sinnvoll ist, die Gruppen zur weiteren Analyse in eine „Response“- und „Non-
Response“-Gruppe aufzuteilen. Die Hypothese einer personengebundenen 
Abhängigkeit in Form von echten „Respondern“ und „Non-Respondern“ konnte durch 
fehlende Reproduzierbarkeit ausgeschlossen werden (Abbildung 3.10.). Mehrfach 
getestete Personen konnten das eine Mal der „Response“-Gruppe, das andere Mal der 
„Non-Response“-Gruppe zugeordnet werden. Auch eine geschlechtsspezifische 
Ursache fand sich nicht (Abbildung 3.9). In der Literatur ist nur sehr vereinzelt eine 
immunstimulierende Wirkung von Cannabinoiden beschrieben. Die meisten Studien 
gehen von einer immunsupprimierenden Wirkung aus. So beschrieb die Arbeitsgruppe 
um Rockwell eine IL-2-Abnahme bei Maussplenozyten, welche mit AEA behandelt und 
mit PMA (40 nM) und Ionomycin (0,5 µM) stimuliert wurden (Rockwell & Kaminski 
2004). Auffällig in dieser Studie ist eine hohe Konzentration der Stimulantien, welche 
eine optimale Stimulation der Zellen erwarten lassen.  
Eine wichtige Hypothese zur immunstimulierenden Wirkung ist die bereits oben 
beschriebene Studie (Jan & Kaminski 2001), welche von einer immunstimulierenden 
Wirkung von Cannabinoiden bei suboptimal stimulierten Zellen ausgeht. Dabei spielte 
es keine Rolle, ob die Zellen über den T-Zellrezeptor oder mit PMA/Io stimuliert 
wurden. Die suboptimale Konzentration von PMA lag in dieser Studie zwischen 
2 und 10 nM. Ausgehend von dieser Hypothese erfolgte daher in dieser Arbeit eine 
Analyse der IL-2-Sekretion zwischen „Response“ und „Non-Response“. Die Analyse 
bestätigte eine Zunahme der IL-2-Sekretion bei den primär humanen T-Zellen mit 
geringer IL-2-Freisetzung. Unklar bleibt bei diesem Versuch, warum bei gleicher 
Stimulation in unserer Arbeit (PMA 3 nM, Ionomycin 0,25 µg/ml), die Zellen einiger 
Probanden suboptimal, andere optimal stimuliert wurden. Möglicherweise fand bei 
einigen Probanden bereits eine Voraktivierung der Zellen in vivo statt, z.B durch eine 
klinisch nicht manifeste Infektion. Auch eine Voraktivierung der Zellen durch 
isolationsbedingten Stress kommt in Frage. Ebenfalls möglich ist eine Verunreinigung 
der Proben durch andere Immunzellen oder pathogene Keime und eine damit 
verbundene Koaktivierung. Auch in Betracht kommt eine unterschiedliche 
Expressionsstärke der Cannabinoidrezeptoren. So konnte die Arbeitsgruppe um Lee et 
al. nachweisen, dass es nach unspezifischer Stimulation mit LPS bei Mausmilzzellen 
zu einer verminderten Expression des CB2-Rezeptors auf mRNA-Ebene kommt (Lee 
et al. 2001). Auch in Makrophagen konnte eine verminderte CB2-Rezeptor-Expression 
nach LPS-Stimulation nachgewiesen werden (Carlisle et al. 2002). Übertragen auf 
Diskussion 
 59
diese Arbeit kann so eine verminderte CB2-Rezeptor-Expression die verminderte 
Wirksamkeit von AEA und WIN 55,212-2 bei der „Non-Response“-Gruppe möglicher-
weise erklären. Alternativ sind cannabinoidrezeptorunabhängige Mechanismen in 
Betracht zu ziehen wie z.B. die unterschiedliche Einlagerung der lipophilen Substanzen 
in die Zellmembran (Sarker & Maruyama 2003). 
Um die Hypothese der suboptimalen Stimulation, welche zu einer Zunahme der IL-2-
Sekretion führt, weiter zu verfestigen, wäre es sinnvoll, weitere Titrationsversuche mit 
verschiedenen Konzentrationen von PMA und Ionomycin durchzuführen. Dabei wäre 
es wichtig, für eine Versuchsreihe jeweils nur die Zellen eines Probanden aus einer 
Zellisolation zu verwenden, um interindividuelle Unterschiede sowie stressbedingte 
Aktivierung als Einflussfaktor auszuschließen. Zusammengefasst kann durch diesen 
Versuch erstmals die von Jan et. al. aufgestellte Hypothese der suboptimalen 
Stimulation als Ursache der immunstimulierenden Wirkung von Cannabinoiden an 
primär humanen T-Zellen mit den Cannabinoiden AEA und WIN 55,212-2 bestätigt 
werden. Nach Bestätigung der Hypothese war es nun Ziel dieser Arbeit, Unterschiede 
in der Signaltransduktion zwischen „Response“ und „Non-Response“ nachzuweisen. 
4.3 Untersuchungen zu beteiligten Signalmechanismen 
 
Für die Versuche zur Signaltransduktion wurde ausschließlich das synthetische 
Cannabinoid WIN 55,212-2 verwendet, da es chemisch stabiler ist und weniger den 
physiologischen Abbauprozessen unterliegt als AEA. In den Vorversuchen konnte für 
AEA und WIN 55,212-2 stets ein vergleichbarer und damit übertragbarer Effekt beob-
achtet werden. Es wurde eine Konzentration von 3 µM gewählt, da in diesem Bereich 
das Maximum der IL-2-Zunahme bei der „Response“-Gruppe nachgewiesen werden 
konnte. Die MAP-Kinasen sowie die Proteinkinase C spielen insbesondere in ihrer 
phosphorylierten Form eine entscheidende Rolle bei der Genregulation des IL-2-Gens. 
Die MAP-Kinase MEK zeigte sich in dieser Arbeit weder bei „Response“ noch bei „Non-
Response“ signifikant verändert im Grad der Phosporylierung nach Inkubation mit 
WIN 55,212-2. Bei der MAP-Kinase ERK hingegen konnte bei „Response“ und „Non-
Response“ eine signifikante Zunahme der Phosphorylierung von ERK nach 15 Minuten 
bei den mit WIN 55,212-2 behandelten Zellen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis 
erscheint zunächst nicht plausibel, da die Phosphorylierung von MEK der 
Phosphorylierung von ERK vorausgeht und MEK für die Phosphorylierung von ERK 
zuständig ist (Rincon et al. 2001). Möglicherweise liegt eine Erklärung darin, dass mit 
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15 Minuten das Zeitfenster für eine optimale Beurteilung der Phosphorylierung von 
MEK relativ spät gewählt ist und ein Effekt nach dieser Zeit bereits nicht mehr 
nachzuweisen ist. Eine weitere Erklärung könnte sein, dass WIN 55,212-2 erst nach 
der Aktivierung von MEK in den Zellzyklus eingreift, möglicherweise sogar ERK direkt 
beeinflusst. Der Grad der Phosporylierung ist sowohl bei „Response“ als auch bei 
„Non-Response“ nach 15 Minuten bei den mit WIN 55,212-2 behandelten Zellen im 
Vergleich zur Kontrolle signifikant erhöht, bei „Response“ ist dieser Effekt jedoch 
deutlicher ausgeprägt.  
Die Aktivierung der PKC setzt eine Kaskade in Gang, die zu einer Translokation von 
NF-κB in den Kern führt und eine Translation von IL-2 bewirkt. In dieser Arbeit konnte 
nachgewiesen werden, dass sich bei der „Response“-Gruppe, welche mit dem 
Cannabinoid WIN 55,212-2 behandelt wurde, nach 15 Minuten im Vergleich zur 
Kontrolle eine verstärkte Aktivierung der PCK zeigt. Bei der „Non-Response“-Gruppe 
hingegen konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden. Auffällig war bei den nicht 
stimulierten Zellen eine bereits erhöhte Aktivität der PKC, insbesondere bei der „Non-
Response“-Gruppe, wobei unklar bleibt, wie es zu dieser Aktivierung der Zellen 
gekommen ist. Mögliche Ursachen liegen ggf. bereits in vivo, vor Isolation der Zellen 
vor. So können z.B vorausgegangene oder latente Infektionen eine Rolle spielen. 
Interessant wäre außerdem ein gemeinsamer Blot von „Response“ und „Non-
Response“, um den tatsächlichen Unterschied in der Phosphorylierung der PKC nach 
Cannabinoidbehandlung nachzuweisen. Zusammengefasst erhärtet das Ergebnis den 
Verdacht, dass bei bereits stimulierten bzw. optimal stimulierten Zellen Cannabinoide 
keine weitere Zunahme der IL-2-Freisetzung induzieren können.  
Eine mögliche Erklärung stellt ein Feedbackmechanismus über die Cannabinoidrezep-
toren dar, der verhindert, dass bereits stark aktivierte Zellen noch weiter aktiviert 
werden. Die Arbeitsgruppe um Garcia konnte nachweisen, dass durch Phospho-
rylierung des CB1-Rezeptors durch die PKC die Wirkung von Cannabinoiden 
unterbrochen werden kann (Garcia et al. 1998). Als Modell dienten hier AtT-20-Zellen 
(Hypophysenadenomzelllinie), welche mit einem CB1-Rezeptor von Ratten transfiziert 
wurden. Die Proteinkinase C wurde direkt mit PMA stimuliert. Ob diese Hypothese 
auch auf den CB2-Rezeptor zutrifft, wurde bisher nicht untersucht. Börner et. al 
konnten jedoch an Jurkat-T-Zellen und primär humanen T-Zellen nachweisen, dass 
durch das pflanzliche Cannabinoid THC die Transkription des CB1-Rezeptors 
hochreguliert wird, nicht jedoch die Transkription des CB2-Rezeptors (Borner et al. 
2007). Möglicherweise bietet dieses Modell eine Erklärung über einen 
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Feedbackmechanismus, warum bei der „Response“-Gruppe, welche im Vergleich zur 
Kontrolle nach WIN 55,212-2-Inkubation eine höhere Aktivierung der PKC im Western 
Blot (siehe Abb. 3.11) aufweist, Cannabinoide nicht zu einer Zunahme der IL-2-
Sekretion führen. Wichtig wäre, wie bereits oben erwähnt, ein direkter 
Gruppenvergleich in Form eines gemeinsamen Western Blots von „Response“ und 
„Non-Response“, um einen tatsächlichen Unterschied der beiden Gruppen in der 
Phosphorylierung der PKC nachzuweisen. Der Effekt in dieser Arbeit konnte außerdem 
nur bei PMA/Io-stimulierten Zellen gezeigt werden, wobei es sich um eine nicht 
physiologische Art der Stimulation handelt. Inwieweit die Ergebnisse daher auf In-vivo-
Modelle übertragbar sind, bleibt fraglich. 
Die Ergebnisse bestätigen jedoch, dass Cannabinoide nicht ausschließlich eine 
immunsuppressive Wirkung entfalten, sondern vielmehr immunmodulierend wirken. 
Eine Aktivierung der PKC durch Cannabinoide konnte auch in anderen Zellmodellen 
nachgewiesen werden. So konnte die Arbeitsgruppe um Hillard nachweisen, dass das 
pflanzliche Cannabinoid ∆-9-THC in Rattengehirnen die Aktivität der PKC erhöht 
(Hillard & Auchampach 1994). An Fibroblasten konnte nachgewiesen werden, dass 
Cannabinoide intrazelluläres kalziumunabhängig von Cannabinoidrezeptoren mobi-
lisieren können (Felder et al. 1992). Ein erhöhter Kalziumspiegel ist die Voraussetzung 
zur Aktivierung der PKC. Möglicherweise induzieren Cannabinoide den Beginn einer 
Immunreaktion, verhindern jedoch durch Feedbackmechanismen eine überschießende 
Reaktion, wobei die PKC möglicherweise durch Interaktion mit den Cannabinoid-
rezeptoren eine Schlüsselrolle spielt. 
Es stellt sich daher weiterhin die Frage, warum in dieser Arbeit T-Zellrezeptor-
stimulierte humane T-Zellen nach Cannabinoidbehandlung mit einer Abnahme der 
IL-2-Sekretion reagieren, T-Zellrezeptorunabhängig stimulierte Zellen mit einer 
Zunahme der IL-2-Sekretion. Dies lässt eine Beeinflussung von Signaltransduktions-
wegen durch Cannabinoide oberhalb der Proteinkinase C vermuten. Eine Erklärung 
bieten Ergebnisse der Arbeitsgruppe Börner et.al (Borner et al. 2009). Diese konnten 
nachweisen, dass durch Aktivierung der Proteinkinase A und der Scr-Kinase (Csk) 
durch die Adenylatcyclase die leukozytenspezifische Proteintyrosinkinase (Lck) 
phosphoryliert und damit in ihrer inaktiven Form stabilisiert wird. Eine 
Signaltransduktion über den T-Zellrezeptor wird damit inhibiert, dieses mündet in einer 
reduzierten IL-2-Produktion. Übertragen auf unsere Arbeit bedeutet dies, dass bei 
T-Zellrezeptorunabhängig stimulierten Zellen (PMA- und Ionomycinstimulation) 
zunächst diese Inhibition entfällt, Cannabinoide können daher möglicherweise hier zu 
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einer gesteigerten IL-2-Freisetzung führen. Interessant an der oben genannten Arbeit 
ist, dass vor Anstieg von cAMP zunächst ein Abfall von cyclischem Adenosin-
monosphosphat (cAMP) beobachtet wurde. Dies bestätigt erneut den biphasischen 
Effekt von Cannabinoiden auf T-Zellen mit zunächst stimulierender, im weiteren Verlauf 
dann aber hemmender Wirkung. Möglicherweise muss zunächst ein „steady state“- 
Verhältnis der Aktivatoren und Inhibitoren erreicht werden. 
Alternativ zu diesem Modell besteht die Möglichkeit, dass Cannabinoide direkt mit der 
PCK oder deren Inhibitoren oder Aktivatoren interagieren, wenn die Stimulation über 
PMA und Ionomycin noch nicht ausgereizt ist. Möglicherweise nimmt WIN 55,212-2, 
begünstigt durch PMA, selbst Einfluss auf die Stereometrie der PKC. Dieses würde 
ebenfalls erklären, warum es nur bei der rezeptorunabhängigen Stimulation zu einer 
Zunahme der IL-2-Freisetzung kommt. Auch besteht die Möglichkeit, dass durch 
Cannabinoide die Phosphorylierung der PKC durch PDK-1 verstärkt wird. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass PDK-1 eine wichtige Rolle bei der Phoshorylierung der 
PKC in vivo spielt (Dutil et al. 1998).  
Um weiteren Aufschluss über die komplexe Wirkung von Cannabinoiden auf primär 
humane T-Zellen zu erhalten, sind weitere Untersuchungen sinnvoll. Eine Möglichkeit 
besteht in der Hemmung der PKC durch spezifische Inhibitoren. Damit könnte ein 
Feedbackmechanismus umgangen werden. Ausgehend von den Ergebnissen der 
Arbeitsgruppe um Garcia, erscheint auch eine weitere Untersuchung des 
CB2-Rezeptors in Interaktion mit der PKC erfolgversprechend. Diese konnte an einer 
Hypophysenadenomzelllinie nachweisen, dass die Wirkung von Cannabinoiden durch 
Phosphorylierung des CB1-Rezeptors durch die PKC unterbrochen werden kann 
(Garcia et al. 1998). Vergleichbare Ergebnisse zum CB2-Rezeptor sind in der Literatur 
nicht zu finden. 
4.4 Ausblick 
 
Es stellt sich die Frage, welche klinische Bedeutung die Ergebnisse dieser Arbeit 
haben können und inwiefern die In-vitro-Ergebnisse auf In-vivo-Modelle übertragbar 
sind. In vielen In-vivo-Modellen für inflammationsbedingte Krankheiten zeigen 
Cannabinoide einen protektiven Effekt. So konnte durch das Cannabinoid 
WIN 55,212-2 das klinische Krankheitsbild einer experimentellen autoimmunen 
Encephalomyelits (EAE) gemindert werden (Hasseldam & Johansen 2010). Diese 
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Ergebnisse stehen in keinem Widerspruch zu den in dieser Arbeit gefundenen 
Ergebnissen. Ausgehend von einer schweren Entzündungsreaktion, wie bei den oben 
genannten Krankheiten anzunehmen, ist ein hochreguliertes Immunsystem zu 
erwarten. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit führen endogene 
Cannabinoide in diesem Fall zu einer Immunsuppression. Einen wichtigen Hinweis 
in vivo, dass Cannabinoide andererseits jedoch auch eine Schlüsselrolle bei der 
Induktion von Entzündungsprozessen spielen, zeigen Versuche mit CB2-Knockout-
Mäusen. Die T-Helferzellen dieser Tiere lassen sich deutlich schlechter durch 
Makrophagen aktivieren (Buckley et al. 2000). 
Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen den biphasischen Effekt von Cannabinoiden 
auf Immunzellen. Sie zeigen, dass die häufig nur immunsuppressiv beschriebene 
Wirkung von Cannabinoiden in der Literatur als zu einseitig eingestuft werden muss. 
Weitere Untersuchungen, um die sehr komplexe Wirkung von Cannabinoiden auf das 






Endogene Cannabinoide haben sich als wichtiger Modulator bei Entzündungs-
prozessen des Immunsystems gezeigt. Die meisten Studien deuten auf eine 
immunsuppressive Wirkung hin. Einige Studien geben jedoch auch Hinweise für einen 
biphasischen Effekt von Cannabinoiden. Es gibt nur sehr wenige Studien, welche sich 
mit dem Einfluss von Cannabinoiden auf primär humane T-Zellen beschäftigen. Ziel 
dieser Arbeit war es daher, den Einfluss von dem endogenen Cannabinoid AEA und 
dem synthetischen Cannabinoid WIN 55,212-2 auf primär humane T-Zellen zu 
untersuchen. Interleukin-2 ist ein wichtiges Zytokin welches von T-Zellen freigesetzt 
wird. Daher wurden Veränderungen der IL-2-Freisetzung primär humaner T-Zellen 
nach Behandlung mit den Cannabinoiden AEA und WIN 55,212-2 mittels ELISA 
untersucht. Darüber hinaus sollten Veränderungen in der Signaltransduktion durch 
endogene Cannabinoide aufgezeigt werden. Mit Western Blot Analysen wurden 
Veränderungen der Phosporylierung von MAP Kinasen sowie der PKC untersucht. 
Toxische Einflüsse durch Cannabinoide in den genutzten Konzentrationen, konnten 
durch MTT-Analysen zuvor ausgeschlossen werden. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass T-Zellrezeptorabhängig stimulierte 
T-Zellen, welche mit den Cannabinoiden AEA und WIN 55,212-2 behandelt wurden, ab 
einer Cannabinoidkonzentration von 3µM, dosisabhängig eine verringerte IL-2-
Freisetzung zeigen. T-Zellrezeptorunabhängig stimulierte T-Zellen können bei 
suboptimaler Stimulation mit einer dosisabhängigen Zunahme der IL-2-Freisetzung bis 
zum dreifachen des Ausgangswertes reagieren. Eine Schlüsselrolle in der 
Signaltransduktion scheint dabei die Proteinkinase C zu spielen. T-Zellen, bei denen 
eine Zunahme der IL-2-Freisetzung nachgewiesen werden konnte, zeigen eine 
signifikante Zunahme der Phosphorylierung der PCK. Die vorliegende Arbeit 
unterstützt somit die Hypothese einer biphasischen Wirkung von Cannabinoiden 
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Tabelle 10-1 Signifikanzen zu den Toxizitätsversuchen unstimulierte Zellen/AEA 
 2 h 24 h 48 h 72 h 
3 µM - ** - - 
5 µM - - - - 
10 µM - * - - 
20 µM - ** * *** 
30 µM - ** ** * 
40 µM - * * ** 
50 µM - * * ** 
 
Tabelle 10-2 Signifikanzen zu den Toxizitätsversuchen unstimulierte Zellen/ WIN 
 2 h 24 h 48 h 72 h 
3 µM - - - - 
5 µM - - - - 
10 µM * - - - 
20 µM ** - - * 
30 µM * - - * 
40 µM * - * * 
50 µM * - * ** 
 
Tabelle 10-3 Signifikanzen zu den Toxizitätsversuchen stimulierte Zellen/ AEA 
 2 h 24 h 48 h 72 h 
3 µM - - - - 
5 µM - * - - 
10 µM - * - - 
20 µM - * * - 
30 µM - * ** * 
40 µM - - * - 
50 µM - - * - 
 
Tabelle 10-4 Signifikanzen zu den Toxizitätsversuchen stimulierte Zellen/ WIN 
 2 h 24 h 48 h 72 h 
3 µM - - - - 
5 µM - - - - 
10 µM - - - * 
20 µM - - ** *** 
30 µM - - * *** 
40 µM * - * *** 
50 µM - - * ** 
 
